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Beitrage zur Fluorescenz der Porphyrine. 
III. Mitteilung. 


Von 


Hermann Fink und Wolfgang Hoerburger. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen 
und dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mirz 1934.) 


In unseren ersten Mitteilungen iiber die Fluorescenz der 
Porphyrine') berichteten wir iiber die p,-Abhingigkeit dieser 
Kigenschaft in verdiinnt waBriger Lésung; wir zeigten, daB die 
Form, in der sich die Beziehungen zwischen p,, des Lésungsmittels 
und der Intensitit der Porphyrinfluorescenz ausdriicken lassen, 
die p,-Fluorescenzkurve, im wesentlichen die Gestalt einer Disso- 
ziationskurve eines Ampholyten besitzt. Wie wir wihrend unserer 
Untersuchungen feststellen konnten, ist der Verlauf dieser Kurve 
spezifisch fiir jedes Porphyrin auch innerhalb der verschiedenen 
Isomerenreihen, er ist also bedingt sowohl durch die Art der Sub- 
stituenten, wie durch die Anordnung der einzelnen Atomgruppen 
innerhalb des Molekiils. 

Speziell auf dieser letzten Erkenntnis wurde eine neue Identi- 
fizierungsmethode fiir Porphyrine aufgebaut. Die p,,-Fluorescenz- 
kurven sind bei Einhaltung bestimmter Kautelen leicht repro- 
duzierbar; und da vor allem schon mit 0,1—0,5 mg Substanz?) die 
Durchmessung einer p,,-Serie vorgenommen werden kann, ist in der 
Py-Eluorescenzkurve eine geeignete Mikromethode zur eindeutigen 
Charakterisierung eines Porphyrins gegeben. Anliblich verschiedener 
Arbeiten, z. B. der Untersuchung eines Falles von Osteohimo- 
chromatose*), wurde die Bestimmung ausgefiihrt und ihre Eignung 
unter Beweis gestellt. 


1) Diese Z. 218, 181 (1933); 220, 123 (1933). 
*) Vgl. Die Naturwissenschaften, 22, 292 (1934). 
5) Diese Z. 202, 8 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XV. 4 
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Bisher wurde berichtet iiber die p,-Fluorescenzkurven der 
Atioporphyrine, der Mono- und Dicarbonsiuren, der Kopro- und 
der Uroporphyrine (Porphyrine mit 4 bzw. 8 Carboxylgruppen), 
Die Kurven inderten sich dabei auch von Isomerenreihe zy 
Isomerenreihe ganz typisch, insbesondere zeigen sie eine stetig 
fortschreitende Ausbildung des alkalischen Astes. Diese ist bedingt 
durch die zahlenmiBige Zunahme der Carboxylgruppen. Bemerkens- 
wert ist, daB der saure Ast weder der Héhe noch der Form nach 
eine wesentliche Anderung erfihrt; dies erklirt sich daraus, daf 
im Molekiil an den basischen Gruppen keine Verinderung eintritt. 

Die genannten Beziehungen gelten fiir die Konzentration von 
m/10000 (in der Standardlésung), die wir der Vergleichbarkeit der 
Resultate halber bei allen Porphyrinen bisher eingehalten haben. 
Uber weitere Versuche, die wir mit niedrigeren Konzentrationen 
an einigen physiologisch wichtigen Porphyrinen durchfihrtez, 
werden wir demnichst berichten. 

Wurde in den ersten Mitteilungen nur iiber den EinfluB der 
carboxylgruppentragenden Substituenten auf die genannten Be- 
ziehungen gesprochen, so soll nun berichtet werden iiber die p,- 
Abhingigkeit der Fluorescenz bei denjenigen Porphyrinen, deren 
Kern auch noch durch andere Molekiilgruppen substituiert ist. 
Ks handelt sich hier um Proto-, Meso-, Himato-, Deuteroporphyrin 
und schlieBlich wiren noch zu erwihnen die Tetrabrom- und Tetra- 
chlormesoporphyrine. Die genannten Farbstoffe sind direkte Ab- 
kémmlinge des natiirlichen Hiimins, also beziiglich der Zahl und 
der Anordnung der Saurereste vollkommen gleichwertig. 


Protoporphyrin. 





H,C———_CH=CH, 
H,C- : 
SL CH=CH, 
s_—CH, 


S = Siiurerest = —CH,—CH,—COOH. 


Behandelt man Himin nach Fischer und Mitarbeiter') mit Ameisen- 
siure-Kisen, so entsteht Protoporphyrin (Kiimmerers Porphyrin). Hierbei 
wird lediglich das komplexgebundene Eisen entfernt; riickwirts 1aB8t sich 
dieses Porphyrin wieder in Himin iiberfiihren. 


Ks gelang uns nicht, die p,,-Fluorescenzkurve des Proto- 
porphyrins in der Konzentration m/10000 aufzustellen. In wabrigen 





1) Fischer u. Pitzer, Diese Z. 154, 39—63 (1926), 
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’ Lisungen innerhalb des p,,-Bereiches 2—8 ist der Farbstoff 


auBerordentlich schwer léslich; um ihn in Lésung zu halten, 


_ hitten stets so groBe Mengen organischer Solventien, wie Pyridin, 
' gugesetzt werden miissen, so daB die Kurve im Hinblick auf die 
 Vergleichbarkeit der Resultate aus rein wiBrigen Lésungen wertlos 
 geworden wire. 


Bei der gelinden Reduktion mit Jodwasserstoff nach Nencki erhilt 


- man aus Himin das Mesoporphyrin (Dicarbonsiiure IX). AuBer der Ab- 


dab . 


spaltung des komplexgebundenen Kisens hat hier auch eine Uberfiihrung 
der Vinylgruppen in Athylreste stattgefunden. 
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Fig. 1. Diccrbonsiure IX. 





Die Kurve des Mesoporphyrins besitzt die charakteristische 
Form der Dicarbonsiiurekurven. Der alkalische Ast der Kurve 
erreicht etwa die halbe Héhe des sauren Astes. Die Fluorescenz- 
intensitit im Gebiet der geringsten Lichtemission ist sehr gering. 
(Vgl. Fig. 1.) 

Im Deuteroporphyrin sind die beiden Athylreste Ges Mesoporphyrins 
durch Wasserstoff ersetzt. Die Darstellung des Porphyrins aus Hiimoglobin 
geschieht nach Fischer und Mitarbeiter auf folgendem Weg: Bei der 
protrahierten Faulnis des Hiimoglobins durch Monate hindurch bei soda- 
alkalischer Reaktion werden die ungesiittigten Seitenketten des Himins ab- 


gespalten und es entsteht Deuterohiimin. Aus Deuterohiimin kann dann 
4* 
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das eisenfreie Deuteroporphyrin erhalten werden. Eine schéne Darstellungs. 
methode des Deuteroporphyrins ist die Resorcinschmelze des Himins nach 
Schumm’). 

Die Kurve des Deuteroporphyrins zeigt ebenfalls ganz den 
Typus der bei den Dicarbonsiuren beobachteten Fluorescenz- 
verhiltnisse. Der alkalische Ast der Kurve erreicht auch hier be; 
weitem nicht die Héhe des sauren Astes. Die Fluorescenzinten- 
sitiit im Gebiet der geringsten Lichtemission ist klein. Ein wesent- 
licher Unterschied gegeniiber den Dicarbonsdurekurven ist gebildet 
durch die Verengerung des Gebietes mit geringster Lichtemission 
und den steileren Anstieg des alkalischen Astes. (Vgl. Fig. 2) 


























£0 pny T 1 pry 
78 |}- 
76; | 
f 
7 + 4 
1 
Deuteroporphyrin. aaa 4 
1.0 > 
H,C- ~CH, N 70F. + 
~ 
% 
| C gt ad 
Ss +H S 
S———'CH, XM OF ~ 
£4} ; 
x 
Q ol 
7] ! 1 L j t L j 
JSF ¢ FI CPSP FF 
Puy ~ 
Fig. 2. 


Die Existenz oder das Fehlen zweier Athylgruppen beein- 
trichtigen also die studierten Fluorescenzerscheinungen nicht so 
weit, daB ein neuer Kurventyp entsteht. 


Wird die Eisenabspaltung nach Nencki mit Eisessig-Bromwasserstoft 
vorgenommen, so wird an die ungesiittigten Seitenketten des Himins zu- 
nichst Bromwasserstoff angelagert und unter Eisenabspaltung und Hydro- 
lyse entsteht das Himatoporphyrin, das an Stelle der Athylgruppen des 
Mesoporphyrins Oxyithylgruppen triigt. 





1) Diese Z. 176, 122—126 (1928). 
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Hamatoporphyrin besitzt an Stelle der breiten lichtschwachen 
Zone nur mehr einen scharf markierten Wendepunkt in der Kurve. 
Die Fluorescenzintensitat ist beim Hamatoporphyrin, das sich 
durch auBerordentlich leichte Liéslichkeit auszeichnet, auch im 
i. P. sehr groB. Die Fluorescenzkurve besitzt dementsprechend 
eine sehr flache Form. Im iibrigen gehért auch diese Kurve mit 
ihrem stark ausgeprigten sauren Ast und dem wesentlich nied- 
rigeren alkalischen Ast zum Typus der Dicarbonsiurekurven. Die 
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Umkehr des alkalischen Astes ist vermutlich auf die Verarmung 
der Pufferlésung an Citrationen zuriickzufiihren. Die Erscheinung 
ist nur beim Himatoporphyrin (OH-Gruppen!) beobachtet worden, 
sie ist also charakteristisch fiir diesen Farbstoff. (Vgl. Fig. 3.) 


Tetrabrom- und Tetrachlorverbindungen. 


Auch auf die Tetrabrom- und die Tetrachlorverbindungen 
muB noch mit einigen Worten eingegangen werden. Die Messung 
an Tetrabrommesoporphyrin ergab Resultate, die der Meso- 
porphyrinkurve auSerordentlich nahe kamen. Die Tetrabromver- 
bindung zersetzt sich in waiBriger Lésung sehr rasch. So erkliren 
wir uns die Tatsache, daB wir nur annaihernd reproduzierbare 
Werte ermitteln konnten; es entsprechen die erhaltenen Resultate 
nicht mehr dem Tetrabrommesoporphyrin selbst, sondern sind die 
Daten fiir eine im Moment der Messung vorliegende Mischung 
des urspriinglichen Farbstoffes und des Endproduktes des Zer- 
falls, Wir verzichten deshalb auf eine Anfiihrung der Messungs- 
ergebnisse. 
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Bestindig hingegen ist in wifriger Liésung die Tetrachlor. 
verbindung. Jedoch ist diese Verbindung auBerordentlich schwer 
léslich. Die Fluorescenz, und zwar nur die Emission von rotem 
Licht?) — ist auBerordentlich gering. Die Werte fiir die Inten- 
sitit der Emission von rotem Licht sind in dem weiten p,-Gebiet 
von etwa 4—6 praktisch gleich Null und lassen sich in dem an- 
grenzenden p,,-Bereich nur abschitzen. (Vgl. Fig. 4.) Beim Tetra- 
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Fig. 4. Tetrachlormesoporphyrin. 
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chlorkoproporphyrin I ist auch in noch starkerer Verdiinnung 
keine Rotfluorescenz mehr festzustellen, auch nicht in 5 °/,iger 
Salzsiure. 

Von groBer Wichtigkeit erscheint uns aber diese Beobachtung 
deshalb, weil bei der Messung von Fluorescenzintensitit als quanti- 
tative Porphyrinanalyse, wie sie in letzter Zeit z. B. von Fikent- 
scher’) veréffentlicht wurde, darauf besonders geachtet werden 





*) Die einzelnen Proben leuchten im U.V.-Licht der Quarzlampe ganz 
verschieden, die einen blau, die anderen griin, wieder andere violett; teilweise 
wirkliches Fluorescenzlicht, teilweise nur abgebeugtes kurzwelliges Licht. 

*) Da Fikentscher aus der ithergesiittigten, salzsauren Porphyrin- 
lésung den Ather durch Erhitzen auf dem Wasserbad vertreibt [Biochem. 
Z. 249, 267 (1933)] sind Bedingungen gegeben, bei denen ohne Zweifel das 
in Spuren vorhandene Porphyrin in den nicht mehr fluorescierenden Tetra- 
chlorkérper iibergehen kann. Noch fragwiirdiger erscheint es, wenn 
Fikentscher als gangbaren Weg vorschligt, durch ,,vorsichtige Oxydation 
des HCl-Extraktes, ohne die Porphyrine im wesentlichen zu beeinflussen (!), 
die stérenden Farbstoffe zu beseitigen“‘ [Klin. Wschr. 1934, Heft 8, S. 288). 
Wir halten es nicht fiir zweckmaiBig, wenn man bei einer quantitativen 
Mikromethode, deren groBe Genauigkeit und Zuverlissigkeit hervorgehoben 
wird, das jurch Fluorescenz zu bestimmende Porphyrin Bedingungen aus- 
setzt, bei denen es infolge Umwandlung in den Yetrachlorkérper die 
Fluorescenz verlieren kann, Bedingungen, die man selbst bei priparativen 
Arbeiten mit groBen Mengen vermeidet, zumal sie meist leicht zu um- 
gehen sind. DaB die Zersetzung der Porphyrine bei seiner Arbeitsweise 
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muB; geht der Messung eine Extraktion des Porphyrins mit der 
isessig—Ather - Methode voraus und wird dabei aus der Atherischen 
Liésung das Porphyrin mit verdiinnter Salzsiure entzogen, so ist 
bei unvorsichtigem Arbeiten in diesem Stadium der Analyse bei 
Verwendung eines nicht peroxydfreien Athers die Gefahr durch- 
aus nicht zu unterschitzen, da der Tetrachlorkérper gebildet 
wird. Damit sinkt aber der Wert der Lichtemission ganz be- 
deutend, auch wenn nur ein Teil des Porphyrins Zersetzung er- 


leidet. 

Wir haben nun von insgesamt 34 verschiedenen reinen Por- 
phyrinen die p,-Fluorescenzkurven aufgestellt und zwar zunichst 
in Standardkonzentration und unter definierten Bedingungen in 
der Lésung. Uber weitere Versuche mit Gemischen, insbesondere 
physiologisch wichtiger Porphyrine, werden wir demniichst be- 
richten kénnen, ebenso iiber Untersuchungen, die Identifizierung 
yon Porphyrinen mit Hilfe unserer Fluorescenzkurven in nicht 
genau definierten Systemen, wie sie z. B. bei physiologischen Ar- 
beiten anfallen kénnen, mit Hilfe indirekter Differentialverfahren 
durchzufiihren. Dabei wird z. B. zunichst die Kurve des_be- 
treffenden mehr oder minder reinen Porphyrinpriparates oder 
-extraktes aufgestellt, der natiirlich noch Beeinflusser der Fluores- 
cenz enthalten kann. Dann werden aliquote Mengen desselben 
mit den in Frage kommenden Porphyrinen oder Porphyrin- 
gemischen in angepaBter Konzentration versetzt, so daB die 
sonstigen fluorescenzbestimmenden Bedingungen méglichst ge- 
wahrt bleiben und nun von neuem die Kurven aufgestellt. Hs 
ist das unseres EKrachtens z. B. ein Weg, wie man eventuell vor- 
handene positive oder negative Beeinflusser der Fluorescenz durch 
experimentelle Gleichsetzung ausscheiden kann. Durch Aus- 
wertung der so erhaltenen Kurvenscharen und Vergleich mit 
wreinen* Kurven laBt sich dann ein SchluB aut die Natur des 
urspriinglich vorhandenen Porphyrins ziehen. 


stattfinden kann, gibt Fikentscher selbst zu (Arch. Gynik. 154, Heft 1, 
S. 135). In solchen Fillen scheidet er die Salzsiurelésung, in der sich das 
,griine Tetrachlorporphyrinhydrat“ gebildet hat, fiir die Untersuchung aus. 
In den auBerordentlich niedrigen Konzentrationen, in denen er noch 
quantitative Fluorescenzbestimmungen durchfiihrt, ist, wie man sich leicht 
iiberzeugen kann, das Umschlagen der Farbe von Rot nach Griin nicht so 
ohne weiteres zu erkennen, da derart verdiinnte Lésungen praktisch farblos 
sind. Auch wiirde schon eine unvollstindige Umwandlung geniigen, 
um den gemessenen Fluorescenzwerten den sicheren Boden zu entziehen. 
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Zusammenfassung. 


Die Fluorescenz ist ebenso wie die optische Aktivitat, Farbe, 
Lichtabsorption u. a. eine ausgesprochene konstitutive Kigenschatt, 


Sie ist gekniipft an ganz bestimmte Atomgruppierungen — Fluoro- 
phoren — innerhalb des Molekiils. Die Natur der, den Fluoro- 
phoren benachbarten Atomgruppen ist von maSgebendem Einflus 
auf die Wirkung der Fluorescenz, allerdings nur insofern, als sie 
den Zahlenwert der EKigenschaft vergréBert oder vermindert. 

Hauptsichlich, wenn nicht ausschlieBlich, maBgebend fir die 
Form der die p,-Abhiingigkeit der Porphyrinfluorescenz aus- 
driickenden Kurve ist die Zah] und die Anordnung der Siurereste. 
Diesem Faktor gegeniiber spielen andere Substituenten — auBer 
Halogen — eine ganz untergeordnete Rolle. Wie wir gezeigt haben, 
andert beispielshalber die Existenz oder Abwesenheit zweier Athy]- 
gruppen, fiir den Fall, daB die Zahl und die Anordnung der Siure- 
reste gleich bleibt, an der Fluorescenzintensitit nur wenig. Auch 
die Kinfiihrung von Oxyithylgruppen an Stelle der Athylreste im 
Hamatoporphyrin méchten wir nicht primiir fiir die Veriinderung in 
der p,,-Fluorescenzkurve verantwortlich machen. Allein die, wahr- 
scheinlich durch diese Gruppen bedingte, gréBere Loslichkeit des 
Hamatoporphyrins, damit auch die erstaunliche Fluorescenzinten- 
sitat im Gebiet der kleinsten Lichtemission, bedingt die Verflachung 
der p,,-Fluorescenzkurve. Auch andere Porphyrine mit so groBer 
Léslichkeit, wie z. B. Isouroporphyrin IT zeigte diese Verflachung 
der Kurve. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
bestens fir ihre Unterstiitzung, Herrn Geheimrat Hans Fischer 
fir die liebenswiirdige Uberlassung der Priparate. 
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Die Co-Zymase als Co-Enzym 
bei enzymatischen Dehydrierungen. 
Von 


Bengt Andersson. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. April 1934.) 


Der Gedanke, daB die Zellatmung von der Mitwirkung eines Co- 
Enzyms abhingig sei, ist schon vor lingerer Zeit ausgesprochen, aber da- 
mals kaum geniigend experimentell gestiitzt worden. Battelli und Stern’) 
zeigten (1908), daB ein wiBriger Extrakt von Muskelgewebe das Vermégen 
besitzt, die durch Waschen aufgehobene Atmung zerkleinerter Muskulatur 
wieder hervorzurufen. Diese Wirkung wurde einer Substanz, ,,Pnein“, 
zugeschrieben, die als Aktivator aufgefabt wurde. Jedoch diirfte die Akti- 
vierung wohl gréBtenteils auf Zufiigung der natiirlichen Donatoren des 
Extraktes beruhen, wie Thunberg?) hervorgehoben hat. 


Spiiter zeigte Meyerhof*), daB Kochsaft sowohl aus Hefe wie aus 
vielen tierischen Organen die erloschene Atmung gewaschener Acetonhefe 
und gewaschener Muskulatur wieder zu erregen vermag. Er schrieb diese 
Wirkung der Anwesenheit eines ,,Atmungsk6rpers“ zu, eines Aktivators, 
der sich mit dem Co-Ferment der alkoholischen Girung in mancher Hin- 
sicht identisch zu verhalten schien. Jedoch sollte der Atmungskérper von 
dem Pnein wesentlich verschieden sein. Meyerhof hebt selbst hervor, 
daB der Atmungskérper zum Teil aus Brennmaterial, z. B. Succinat und 
Lactat besteht, nimmt jedoch auBerdem die Anwesenheit eines oder mehrerer 
Co-Fermente an, die fiir die enzymatische Oxydation gewisser Stoffe er- 
forderlich seien. 

1925 zeigte v. Szent-Gyérgyi‘), da8 durch Zusatz eines wiBrigen 
Muskelextraktes zu ausgewaschener Muskulatur eine deutliche Zunahme des 
Sauerstoffverbrauches nach Milchsiiurezugabe hervorgerufen wird. Es 
gelang ihm auch in einem gewissen Grade das Co-Enzym von den Donator- 
substanzen zu trennen. 

1) Stern, Lina, Uber den Mechanismus der Oxydationsvorgiinge im 
Tierorganismus, Jena 1914; Battelli und Stern, Biochem. Z. 33, 315 
(1911). 

*) Skand. Arch. Physiol. 25, 37 (1911). 

5) Pfliigers Arch. 170, 376 (1918); Ebenda 175, 20 (1919); Diese Z. 101, 
172 (1918). 

‘) Biochem. Z. 157, 50 (1925). 
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Kin einwandfreier Beweis fiir das Vorkommen eines Co-Enzyms der 
oxydierenden (dehydrierenden) Fermente war bis 1925 kaum geliefert 
worden’). Die Schwiiche der Beweisfiihrung lag immer darin, daB die 
Aktivatorpriiparate noch mehr oder weniger groBe Mengen von Donator. 
substanzen enthielten. Die Reinigung des Co-Fermentes war also von 
entscheidender Bedeutung. 

Einerseits gelang es v. Szent-Gyérgyi und Mitarbeitern das so 
genannte Co-Enzym der Milchsiiuredehydrogenase bis zu einem gewissen 
Grad zu reinigen. Weiter zeigte es sich, daB dieses Co-Enzym gegen (Co- 
Zymase austauschbar war. Aus diesem Grunde stellten die Verfasser die 
Frage, ob das Co-Ferment der Milchsiuredehydrierung mit der Co-Zymase 
identisch sei. Vgl. auch Holmberg’). 

Andererseits wurde eine sehr weitgehende Reinigung des Co-Fermentes 
der alkoholischen Girung, der Co-Zymase, von vy. Euler und Mitarbeitern, 
besonders von Myrbick®), ausgefiihrt. Beziiglich der Rolle der Co-Zymase 
konnte gezeigt werden, daB sie bei gewissen enzymatischen Oxydoreduk- 
tionen unentbehrlich war‘). 

Diese Befunde legten den Gedanken nahe, daB die Co-Zymase auch 
bei den im anaeroben Teil der Kohlehydratveratmung sich abspielenden 
oxydoreduktiven Prozessen als Co-Ferment fungiert. Auch das allgemeine 
Vorkommen der Co-Zymase sprach dafiir, da® ihre Aufgabe nicht auf die 
alkoholische Girung beschrinkt ist. 

In der letzten Zeit fand Holmberg’) in Extrakten aus ausgewaschener 
Muskulatur eine Aktivierung der enzymatischen Dehydrierung von Apfel- 
siure und Milchsiiure durch Zusatz eines Priiparates, dessen wirksamer 
Bestandteil wahrscheinlich mit Co-Zymase identisch war. Spiter wurden 
diese Resultate mit gereinigter Co-Zymase bestitigt?). 

In den letzten Jahren sind noch weitere Co-Fermente entdeckt 
worden. Hier sei nur das Co-Enzym der Harrisonschen Glucose- 
dehydrase erwihnt, das die Oxydation der Glucose zu Gluconsiiure 
aktiviert °). 


In einer friiheren Mitteilung’) habe ich iiber die Aktivie- 
rung verschiedener Dehydrogenasen durch Co-Zymase berichtet; 
bei den nach der Thunbergschen Methodik ausgefiihrten Ver- 


') Auf kritische Diskussionen der Auffassungen von Battelli und 
Stern, Meyerhof und vy. Szent-Gydérgyi seitens anderer Autoren, be- 
sonders von Holden, Ahlgren, Hahn und Fischbach, soll hier nicht 
niher eingegangen werden. Vgl. Holden, Biochemic. J. 17, 361 (1923); 
Ebenda 18, 535 (1924); Ahlgren, Skand. Arch. 47, Suppl. (1925); Hahn 
u. Fischbach, Z. Biol. 89, 149 (1929). 

*) Holmberg: Skand. Arch. Physiol. (Suppl.) (1933). 

*) Erg. der Enzymforschung Bd. II, 139 (1938). 

‘) Vgl. z. B. Euler u. Nilsson, Skand. Arch. Physiol. 59, 201 (1930). 

5) K. Fysiogr. Sallsk:s i Lund férh. Bd. 2, Nr. 7 (1982). 

*) Mann, Biochemic. J. 26, 785 (1932). — Harrison, Biochemie. J. 
27, 382 (1933). 

7) Andersson, Diese Z. 217, 186 (1933). 
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suchen waren als Donatorsubstanzen Apfelsiiure, Milchsiure, 


i Citronensiure, Athylalkohol und Glutaminsiure gepriift worden. 
- Aus diesen Versuchen scheint hervorzugehen, dab die Aufgabe 


der Co-Zymase als Co-Ferment bei enzymatischen Dehydrierungen 
eine ziemlich allgemeine ist. Es ist selbstverstiindlich von Inter- 
esse, den Wirkungsbereich der Co-Zymase niher zu bestimmen, 
und vor allem die Co-Zymase mit anderen Co-Fermenten enzy- 
matischer Dehydrierungen zu vergleichen. Dies ist der Gegen- 
stand der vorliegenden Untersuchung. 


Co-Zymase und Formicodehydrogenase. 


Fodor und Frankenthal?) nehmen an, daB mehrere pflanz- 
liche Dehydrogenasen durch Hefekochsaft aktiviert werden. So 
soll z. B. die Mb-Entfiix»ung durch Erbsenextrakt mit Formiat 
als Donator durch den Kochsaft beschleunigt werden, womit also 
dem Kochsaft eine Co-Fermentwirkung zugeschrieben wird. Diese 
Annahme diirfte jedoch kaum geniigend experimentell gestiitzt 
sein, da schon die Entfirbung, die von Kochsaft und EKnzym 
allein hervorgerufen wird, zu rasch erfolgt. 

Folgender Versuch mit gereinigter Co-Zymase bestitigt in- 
dessen, daB die Wirksamkeit der betreffenden Dehydrase in Erbsen- 
samen von der Anwesenheit des Co-Knzyms der alkoholischen 
Girung abhiangig ist. 

Beziiglich der Methodik der folgenden Methylenblauversuche und 


der Art der verwendeten Co-Zymase gelten die in der friiheren Mit- 
teilung (a, a. O.) gemachten Angaben. 


Versuch 1. 

Das Enzympriparat wurde in folgender Weise bereitet. 10 g Erbsen- 
mehl wurden mit etwas Sand und 20cem m/5-sec. Phosphat im Morser zer- 
rieben. Das Gemisch wurde in Kollodiumschliuchen gegen flieBendes 
Leitungswaser (5° C) 20 Stunden dialysiert. Dann wurde kurz zentrifugiert, 
die iiberstehende Fliissigkeit mit */, Vol. m/5-sec. Phosphat versetzt und 
fiir den Versuch benutzt (= Enzymlésung). Die Reaktionsmischung jedes 
Versuchsansatzes wurde mit Wasser auf 1,2 cem aufgefiillt. 


Tabelle 1. 





Nr. | 0,4 ecm pau coiavintdl + 0,1 ccm Mb + Entfi wna ciel in Min. 











1, 2 0,2 cem Na- Formiat bb ie an EON | Nach 3Std. keine Entfirbung 
3, 4 | 0,4cem Co-Zymase. ........ Etwa 150 Min. 
5, 6 0,2 ecm Na-Formiat + 0,4 cem Co-Zym. | 13 Min. bzw. 14 Min. 


1) Biochem. Z. 223, 417 (1930). 
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Co-Zymase und Succinodehydrogenase. 


Auch die Glucosedehydrogenase von Harrison wird durch 
Co-Zymase aktiviert. Uber diese Versuche siehe weiter unten, 
Da es sich also herausstellt, dab die Co-Zymase eine ziemlich 
allgemeine Rolle als Aktivator bei enzymatischen Dehydrierungen 
verschiedener Siuren spielt, wire vielleicht zu erwarten, daf 
auch die Succinodehydrase von der Mitwirkung eines Co-Enzyms 
abhingig sei. 

Friihere Untersuchungen!) sprechen aber gegen eine solche 
naheliegende Analogie. Indessen schien eine griindliche Nach- 
priifung dieser Frage aus verschiedenen Griinden wiinschenswert. 


Versuch 2. 

Das Enzympriiparat wurde aus Pferdefleisch nach den Vorschriften 
von Oh]sson?) bereitet. Die Co-Zymase war ein hochgereinigtes Priparat, 
das mir von Herrn Prof. Myrbick freundlichst iiberlassen wurde. A-Co- 
Wert > 50000, Konzentration 320 Co/eem. Mb: 3/2000. Na-Succinat- 
lésung m/2. 


Tabelle 2. 











r. i. | 0, 0,5 cem sonia ll + 0,1 ccm Mb 4 + Entf sieht in Min. 


N 


0, 2 ecm adieu ey 30 Min. ew. 34 “Min. 














1, 2 
3, 4 0, 1 cem Co-Zymase........ Nach 3 Std. keine Entfiirbung 
5, 6 0.2 eem Succinat + 0,1 cem Co-Zym. | 30 Min. bzw. 31 Min. 


Kine Aktivierung ist somit nicht vorhanden. Dies kénnte 
jedoch darauf zuriickzufiihren sein, daf das Priparat schon Co- 
Zymase in optimalen Mengen enthielt. 

Beim Studium von Dehydrogenasen, wie Apfelsiiure-, Hexose- 
diphosphorsaéure- und Alkoholdehydrogenasen, welche Co-Zymase 
fiir ihre Tatigkeit brauchen, stellte es sich jedoch heraus, dab 
ein solches Optimum kaum erreicht wird, auch wenn grofe 
Co-Zymasemengen zugegeben werden. Kine Zugabe von 30 Co 
miiBte nach diesen Erfahrungen die Entfirbungszeit in jedem 
Falle verkiirzen, wenn die Co-Zymase nicht schon von vornherein 
in sehr groBen Mengen vorhanden war. Letzteres ist jedoch aus 
mehreren Griinden undenkbar. Erstens weil die im Pferdefleisch 
saiideinincmnens vorliegende Co-Zymase schon wiihrend der Zubereitung 


) Battelliu. Stern, Biochem. Z. 33, 314 (1911). — Szent-Gydrgyi, 
ebenda 157, 50 (1925). — Euler, Wilsecs u. Runehjelm, diese Z. 169, 
123 (1927). — Harden u. McFarlane, Biochemie. J. 25, 818 (1931). 

?) Skand. Arch. Physiol. 41, 77 (1921). 
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des Priiparates zerstért worden sein muB, und zweitens weil 
der Extrakt gegen Milchsiure villig unwirksam war, wenn keine 


- Co-Zymase zugegeben wurde; eindeutig liebe sich auSferdem 
 eyentuell vorhandene Co-Zymase qualitativ und quantitativ be- 
stimmen, indem man aus dem Enzympriparat einen Kochsaft 


bereitet und denselben in einem Girversuch gegen Apozymase 
priift. Da aber ein Ausbleiben der Girung auch der Gegenwart 
yon Hemmungskérpern zugeschrieben werden kiénnte, wurde der 
Kochsaft auf girungshemmende Wirkung gesondert  gepriift 
(Tab. 3, letzte Spalte). 

Versuch 3. 

Der Versuch wurde in folgender Weise in einem Mikrogiirapparat 
nach Myrbick ausgefiihrt. 

Zu jeder Probe: 0,1 g Glucose, 9 mg Hexosediphosphat, 0,5 ccm 
10°/,iger Phosphatpuffer (py = 6,4), 0,3 g Apozymase. Gesamtvolumen 
jeder Probe 2ccm. Temp. 30°. 

Das Enzympriparat wurde 5 Minuten gekocht, zentrifugiert und die 
iiberstehende Lésung fiir den Versuch benutzt. 


Tabelle 3. 

















uae Nullprobe 2 ete 0,1 cem 0,1 com 
Zusiitze | ohne Co-Zymase Kochsaft Co-Zv Co-Zymase + 
und Kochsaft ees O-féymase 11 cem Kochsaft 
Zeit _ 
in Min. nila 
0 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 
30 | | 2.0 2.3 19 | 20 
60 | | 4,8 4,9 4,5 | 4,5 
90 03 | 0,3 0,4 | 0,8 7,5 7,6 if | WZ 





Ks ist somit gezeigt, daB das Succinodehydrogenasepriiparat, 
das in bezug auf Dehydrierung von Succinat gegen Mb villig 
aktiv ist, weder nachweisbare Mengen von Co-Zymase enthiilt, 
noch von zugesetzter Co-Zymase aktiviert wird. Inwieweit die 
Bernsteinsiiure dehydrierenden Enzyme tiberhaupt von Co-Zymase 
oder anderen Aktivatoren unabhingig sind oder nicht, laBt sich 
wohl noch nicht sagen. Man beachte z. B. den Unterschied 
zwischen der Milchsiuredehydrogenase der Unterhefe’) und der- 
jenigen der Muskulatur’), von denen nur die letztere durch Co- 
Zymase aktiviert wird. 


1) Euler, Nilsson u. Runehjelm, Diese Z. 169, 123 (1927). 
*) Holmberg, Skand. Arch. Physiol., Suppl. (1933). 
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Co-Zymaseaktivierung der Alkoholdehydrierung mit Sauerstoff 
als Acceptor. 


Es ist wohl zu erwarten, daB die Co-Zymase ihre aktivierende 
Wirkung auch dann ausiiben wird, wenn das Mb gegen Sauerstoff 
ausgetauscht wird, vorausgesetzt, dai die Sauerstofftibertragung im 
iibrigen enzymatisch erméglicht ist. Bisher sind indessen nur die 
Alkoholdehydrogenase und die Milchsiuredehydrogenase in dieser 
Hinsicht gepriift worden. Zuniichst seien nun Versuche unter Ver- 
wendung von Alkohol als Substrat mitgeteilt; auf die Milchsiiure. 
dehydrierung soll weiter unten eingegangen werden. 


Versuch 4. 


Trockenoberhefe wurde mit '/, ihres Gewichtes Kieselgur gemischt 
und in der Kugelmiihle 48 Stunden gemahlen. 2 g des Pulvers wurden 
30 Minuten mit 300 cem m/5-Phosphat (py = 7,8) geschiittelt und abzentri- 
fugiert, noch einmal mit demselben Volumen Puffer 60 Minuten geschiittelt 
und zentrifugiert, schlieBlich in 300 ccm destilliertem Wasser suspendiert, 
kurz geschiittelt und scharf zentrifugiert. Der Bodensatz wurde in 15 cem 
10°/,igem Phosphatpuffer (py = 6,4) aufgeschliammt (= Enzymlésung) und 
fiir den Versuch benutzt. Der Versuch wurde im Barcroft-Warburg- 
Apparat ausgefiihrt. Der Einsatz des HauptgefiBes enthiilt 0,5 cem 5°, iger 
KOH. Gesamtvolumen 5,5 cem. Athylalkohol 48°/,. In jeder Probe 4 cem 
Enzymlésung. Temperatur 30°. Nach 20 Minuten langem Schiitteln im 
Wasserbade wurden die Hiihne geschlossen. 




















Tabelle 4. 
baamias 30 Co 0,5 cem Athyl- |0,5 eem Athylalkohol 
eins Co-Zymase alkohol + 30 Co-Zymase 
Zeit in Min. Sauerstoffaufnahme in ecmm 

0 0 0 0 

20 11 10 40 

40 20 18 80 

60 31 28 114 

80 41 30 143 
100 42 30 162 











Aus dem Versuch geht hervor, dab die ausgewaschene Hefe- 


suspension noch geringe Reste von Donatoren bzw. Co-Zymase 
enthilt, die wihrend der ersten Stunde verschwinden. Die akti- 
vierende Wirkung der zugesetzten Co-Zymase tritt jedoch deut- 
lich zutage. 

Auch beziiglich der enzymatischen Oxydation der Milchsiiure 
bei Gegenwart von Sauerstoff konnte die Aktivatorfunktion der 





for: 
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Co-Zymase nachgewiesen werden. Dariiber wird im folgenden 
berichtet. 


Vergleich zwischen v. Szent-Gyorgyis Co-Enzym 
der Milchsauredehydrogenase und der Co-Zymase. 


Das Co-Ferment von v.Szent-Gyérgyi') wurde unter genauer 
Einhaltung der von den Autoren gegebenen Vorschriften dargestellt; 
nur wurden gelegentlich Filtrationen durch Zentrifugieren ersetzt. 

Die Ausbeute aus | Liter Kochsaft betrug 130mg des gelben 
Co-Fermentpulvers, dessen Kigenschaften mit den von Banga, 
Szent-Gyérgyi und Vargha angegebenen gut iibereinstimmen. 

Zunichst wurde das Priparat in einem Girversuch auf Co- 
Zymase gepriift. 

Versuch 5. 

10 mg des Szent-Gy6érgyischen Co-Fermentpriparates (in der folgen- 
den Tabelle als ,,Co-F.‘‘ bezeichnet) wurden in 2 ccm H,O gelést und mit 
Schwefelwasserstoff gefillt. Nach Liiftung und Filtrieren wurde die gelbe 
Lisung fiir den Versuch benutzt. 

Zu jeder Probe: 0,1 g Glucose + 9 mg Hexosediphosphat + 0,5 ccin 
10°/,iger Phosphatpuffer (p;, = 6,4) + 0,3g Apozymase: Gesamtvolumen 2cem. 
Temp. 30°. 

Tabelle 5. 























Jusiit Nullprobe ohne | 0,4 ccm 0,8 cem | 0,25 eem 0,5 cem 
ausalze | Co-Z. und Co-F.| Co-Z. Co-Z. | Co-F.-Lis. | Co-F.-Lés. 
Zeit 1 
‘a Min. ecm CO, 
0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
10 01 | 02 1,0 1,0 1,0 1,0 
20 02 | 0,2 1,7 2,0 1,7 2,0 
30 03 | 0,3 2,8 3,9 2,7 3,8 
40 04 | 0,4 4,0 5,9 3,9 5,8 
50 0,5 | 0,5 5,2 7,8 5,1 7,1 
60 0,6 | 0,6 6,4 8,8 6,3 8,8 

















Aus dem Versuch ergibt sich also, dab die Co-Fermentlisung 
betriichtliche Mengen von Co-Zymase enthilt und zwar 26,4 Co per 
Kubikzentimeter, was etwa 5,3 Co per Milligramm Trockensubstanz 
entspricht. Der A-Co-Wert*) des Trockenpraparates berechnet 
sich also auf 5300; wiirde man die dem Priparat beigemengten 


1) Banga, Szent-Gyérgyi u. Vargha, Diese Z. 210, 228 (1932). 
2) Uber diese Einheiten vgl. z. B. Myrbick, Ergebnisse der Enzym- 
forschung Bd. II, 139 (1938). 
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Hg-Salze vom Trockengewicht abrechnen, so kime man zu einen 
noch hédheren A-Co-Wert. 


Weiterhin wurde ein Dehydrierungsversuch mit Herzmuskulatur | 


genau nach den Vorschriften von Szent-Gyérgyi und Mitarbeitern | 
im Barcroft-Warburg- Apparat ausgefiihrt, wobei das Co-Ferment 
von Szent-Gyérgyi gegen eine in bezug auf die Gérungsaktivierung 


iiquivalente Menge von Co-Zymase ausgetauscht war. Somit war | 


ein quantitativer Vergleich erméglicht. 


Versuch 6. 

Vom Szent-Gyérgyischen Co-Fermentpriiparat wurden auf Grund 
des vorhergehenden Versuches zu jeder Probe 2 mg und von der Co-Zymase 
11 Co genommen. Zu jeder Probe 1,5 ccm Muskelsuspension, entsprechend 
0,5 g gewaschener Muskulatur. Temp. 30°. 


Tabelle 6. 
































— _— Lactat + | Lactat + 
Zusiitze Lactat |Co-Ferment} Co-Zymase Co-Ferment| Co-Zymase 
Zeit in Min. Sauerstoffaufnahme in emm 
0 0 0 0 0 0 
10 0 8 10 48 46 
20 0 12 14 79 80 











Die Ubereinstimmung ist, wie aus diesem Versuch hervorgeht, 
vollstiindig. 

Wenn der wirksame Bestandteil des nach Szent-Gydrgyi 
und Mitarbeitern hergestellten Priiparates mit Co-Zymase identisch 
ist, so ist zu erwarten, daB auch die Dehydrierung anderer Dona- 
toren von dem Priparat aktiviert wird. 

Dies ist tatsichlich auch der Fall, wie aus mehreren Ver- 
suchen hervorgegangen ist. Hier soll nur folgender Versuch mit 
Alkoholdehydrogenase in Apozymase angefiihrt werden. Die Thun- 
bergsche Methylenblaumethode wurde benutzt. 


Versuch 7. 


0,5 g Apozymase aus Stockholmer Unterhefe wurden 2 mal mit m/5-sec. 
Phosphatlésung und dann mit destilliertem Wasser auf der Zentrifuge ge- 
waschen. Der Bodensatz wurde in 5 ccm m/5-sec. Phosphat suspendiert und 
die Suspension fiir den Versuch hbenutzt. Mb 3: 2000. Athylalkohol 96%. 

Die Co-Fermentlésung wurde ia der gewéhnlichen Weise entqueck- 
silbert. Jede Probe wurde mit Wasser auf 1,2 ccm aufgefiillt. 





1) Banga u. Szent-Gyoérgyi, Biochem. Z. 246, 203 (1932). 
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Tabelle 7. 























Nr 0,2 cem Mb + 0,4 cem Suspension + Entfirbungszeit in Min. 
1, 2] 0,1 ccm Athylalkohol. ........ Nach 6 Std. keine Ent- 
3, 4] 2mg Co-Ferment .......... \x cake os oo 
5, 6 | 24Co Co-Zymase ......-.... — —— 
7, 8 | 0,1 cem Athylalkohol + 2mg Co-Ferment | 20 Min. bzw. 21 Min. 
9,10 | 0,1 ccm - + 11Co Co-Zymase | 20 Min. bzw. 22 Min. 


Die beiden Co-Enzyme kénnen sich also sowohl qualitativ 
wie quantitativ vertreten. Es diirfte somit bewiesen sein, daB der 
wirksame Bestandteil des Szent-Gyérgyischen Co-Ferments mit 
dem Co-Enzym der alkoholischen Girung, der Co-Zymase, iden- 


tisch ist. 


Vergleich zwischen Harrisons Co-Enzym der Glucosedehydrogenase 
und Co-Zymase. 


Das Co-Enzym der Glucosedehydrogenase wurde nach den 
Vorschriften von Harrison?) dargestellt. Eine Priifung des 
Aktivierungsvermégens auf Apozymase in bezug auf die alkoholische 
Girung lieB sich nicht ohne weiteres durchfiihren, da in dem 
Priparat enthaltenes Ammoniumsulfat (90°/, nach Angaben von 
Harrison) die Girung hemmt. Ks ist somit notwendig, das Sulfat 
von dem wirksamen Bestandteil des Praparates zu trennen. 


Die gewohnlichen Reinigungsmethoden der Co-Zymase durch 
Fillung sind aber in diesem Falle nicht geeignet. Darum wurde 
ein Versuch ausgefiihrt, eventuell vorhandene Co-Zymase an 
Aluminiumhydroxyd zu adsorbieren?) und das Sulfat danach durch 
Waschen von der Co-Zymase abzutrennen®). Es ist nicht zu er- 
warten, daB die Co-Zymase dabei quantitativ an das Adsorbens 
geht, baw. sich jedenfalls quantitativ durch den Girversuch nach- 
weisen l4Bt. Bei einem Kontrollversuch mit gereinigter Co-Zymase 
und Ammoniumsulfat lieBen sich ungefihr 40°/, der zugesetzten 
Co-Zymase nachweisen. Eine quantitative Bestimmung des Co- 
Zymase-Gehaltes ist also schwer durchzufiihren. 


1) Harrison, Biochemic. J. 27, 382 (1933). 

*) Myrbick, Ergebnisse der Enzymforschung, Bd. II, 139 (1933). 

5) Herrn Professor K. Myrbick bin ich fiir wertvolle Ratschlige be- 
sonders an diesem Punkt der Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
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Versuch 8. 


0,5 g Co-Ferment nach Harrison wurden in 20 cem Wasser gelost. 
Eine Lésung von 0,2 g Al,(SO,), in etwas Wasser wurde zugesetzt und das 
Py durch Zusatz von Ammoniak auf ungefihr 9 gebracht. Die dabei aus. 
geschiedene Fillung wurde abzentrifugiert und 4mal auf der Zentrifuge 
mit 250 ccm Wasser gewaschen. Die Fillung wurde mit einigen Tropfen 
Wasser aufgeschlimmt; das Volumen der Suspension betrug etwa 4 ccm, 
Der Girversuch wurde in derselben Weise und mit denselben Giirungs. 
ansiitzen wie in Versuch 5 ausgefiihrt. 


Tabelle 8. 














oils -Nullprobe ohne 
Zusiitze C wy enet 0,5 cem Suspension 
Zeit in Min. ecm CO, 

0 0 0 

10 0,2 1,0 

20 0,2 2,10 

30 0,3 3,10 

40 0,4 4,20 

50 0,5 5,40 

60 0,6 6,55 








Aus dem Versuch berechnet sich also ein Co-Zymasegehalt 
von 13,2 Co per Kubikzentimeter Suspension. Das Co-Ferment- 
praparat enthielte demnach 100 Co per Gramm; der tatsichliche 
Co-Zymasegehalt wird jedoch wahrscheinlich etwa doppelt so hoch 
liegen (vgl. oben). 

In bezug auf die Aktivierung der Glucosedehydrogenase bei 
Methylenblauentfarbung la8t sich das von Mann (a. a. OQ.) ent- 
deckte Co-Ferment durch Co-Zymase ersetzen. 


Versuch 9. 
Der Versuch wurde in iiblicher Weise nach der Thunbergmethode 
ausgefiihrt. Mb 3:2000. Glucoselésung 2m. A-Co der Co-Zymase 30000. 
Jede Probe wurde mit Wasser auf 1,2 ccm aufgefiillt. 


Tabelle 9. 








Entfirbungszeit in Min. 


Nr. 0,1 eem Mb + 0,4 cem Enzym + 








0,2 cem Glucose. ......... 
80 Co Co-Zymase ......... 


Pd 


Ord ee 
OH no | 








30 Co Co-Zymase + 0,2 cem Glucose 


~~ 





| Nach 3 Std. keine Entfarbung 


27 Min. bzw. 27 Min. 


Die Co-Zymase ist also bei dieser Reaktion, nimlich der 
Oxydation von Glucose zu Gluconsiure, offensichtlich ein un- 
entbehrlicher Aktivator. Ob die Co-Zymaseaktivierung etwas mit 
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der Spaltung der Kohlenstoffkette zu tun hat, wie Holmberg’) 
es annimmt, scheint deshalb fraglich. 

Kin quantitativer Vergleich von einiger Genauigkeit zwischen 
den beiden Co-Enzymen scheint schwer durchfihrbar zu sein, 
besonders da das Co-Fermentpriparat nach Harrison noch be- 
deutende Mengen von Donatoren enthilt. 

Wenn man also bei einem Methylenblauversuch diejenige Co- 
Zymasemenge bestimmt, die einer gewissen Menge von Harrison- 
schem Co-Ferment entspricht, so muB das Verhiltnis zwischen 
diesen Mengen anders ausfallen, als wenn man denselben Vergleich 
im Girungsversuch anstellt, besonders wenn man beriicksichtigt, 
daB bei der Aluminiumhydroxydadsorption wohl die Halfte der 
(o-Zymase verloren geht. Vergleichende Versuche haben gezeigt, 
daB die Co-Zymasemenge im Harrisonschen Co-Ferment, die 
beim Girversuch zum Vorschein kommt, etwa 1/, der Co-Zymase- 
menge ist, die sich bei der Methylenblauentfarbung zu erkennen 
cibt. Dies diirfte nach dem oben Gesagten nicht gegen, sondern 
fiir die Annahme sprechen, daf8 der wirksame Bestandteil des 
Co-Fermentes der Glucosedehydrogenase mit der Co-Zymase iden- 
tisch ist. 

Eine weitere Stiitze fiir diese Annahme liefert der folgende Ver- 
such, der zeigt, daB das Harrisonsche Co-Ferment der Glucose- 
dehydrogenase auch die Dehydrierung der Hexosediphosphorsiure 
aktiviert; daB bei diesem letzteren ProzeB ebenfalls Co-Zymase 
als Aktivator wirksam ist, haben schon in friiheren Versuchen 
Kuler und Nilsson?) feststellen kénnen. 


Versuch 10. 


Methodik und Herstellung der Enzymlésung wie in Versuch 7. Die 
Co-Fermentlésung wurde durch Auflésen von 0,5 g Harrisonschem Co- 
Ferment in 3,5 ccm Wasser bereitet. Mb 1:5000. Hexosediphosphatlésung: 
2°/,. Jede Probe wurde auf 1,2 ccm mit Wasser aufgefiillt. 


Tabelle 10. 








Nr.]| 0,1 eem Mb + 0,4 com Enzymlésung + | Entfiarbungszeit in Min. 

















1, 2]0,5 cem Co-Fermentlésung. ....... Nach 12 Stdn. nicht 
3, 4]0,2cem Zymophosphat ........ entfirbt 
5, 6 | 0,2cem Zymophosphat +0,5cem Co-Ferment} 50 Min. bzw. 50 Min. 


1) Holmberg, Skand. Arch. Physiol. (Suppl.) 1933. 
*) Diese Z. 160, 234 (1926). 


5* 
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Zusammenfassung. 


1. Die friiher vom Verfasser erhobenen Befunde, daB die 
enzymatische Dehydrierung von Apfelsiiure, Milchsiure, Citronen. 
siure, Athylalkohol und Glutaminsiure durch Co-Zymase aktiviert 
wird, werden beziiglich der Dehydrierung der Ameisensiure uni 
der Glucose erweitert. Bernsteinsiiuredehydrogenase erfahrt durch 
Co-Zymase keine Aktivierung. 


2. Die enzymatische Oxydation von Athylalkohol sowie vou 
Milchsiure durch Sauerstoff (Sauerstoffaufnahme im Barcroft- 
Warburg-Apparat) und ausgewaschene Trockenoberhefe bzyv, 
gewaschene Herzmuskulatur als Enzymquelle, wird von Co-Zymase 
aktiviert. 


3. Das Co-Ferment der Milchsiiuredehydrogenase (v. Szent- 
Gy6rgyi) ist identisch mit der Eulerschen Co-Zymase. 


4, Das Co-Ferment der Glucosedehydrogenase nach Harrison 
ist wahrscheinlich mit Co-Zymase identisch. 
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Untersuchungen iiber Autolyse des B. pneumococcus. 


Von 


Bruno Borghi. 


(Aus dem kgl. Universitats-Institut fiir allgem. experimentelle Pathologie, Mailand, Italien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1934.) 


Bei einigen friiheren Untersuchungen des Verfs.') tiber den 
Verlauf der Autolyse des Staphylococcus pyogenes albus, des B. coli 
und des B. typhi wurden durch Reihenuntersuchungen in regel- 
miBigen Abstinden folgende Konstanten bestimmt: Gesamtstick- 
stoff, Reststickstoff, alle mit Formol bestimmbaren Aminogruppen 
und schlieBlich das p,. Durch Dialyse des autolysierten 
Materials gelang es in der Folge einige Fraktionen getrennt zu 
erhalten, die im biologischen Versuch am Kaninchen jeweils fol- 
gende Phanomene zeitigten: 

a) Anderung der Kérpertemperatur (Hyper- bzw. Hypothermie). 

b) Leukozytose. 

c) Reizbilder des reticulo-endothelialen Systems. 


Wihrend diejenigen Fraktionen des Autolysats, welche die 
beiden letztgenannten Symptome hervorriefen, sich bei einer lange 
fortgesetzten Autolyse als sehr widerstandsfihig erwiesen, war es 
nicht méglich, jene Substanzfraktion, die eine Wirkung auf die 
Kérpertemperatur entfaltete, desgleichen nach lange fortge- 
setzter Autolyse der Kulturen nachzuweisen — sie verschwand, 
sobald die Autolyse eine bestimmte Zeit im Gange war. Im Ver- 
lauf dieser Untersuchungen war es méglich, den Beweis dafiir zu 
erbringen, daB zwischen den dialysablen Substanzen, die aus Ba- 
cillen-Autolysaten gewonnen wurden, ein eindeutiger Unterschied 
besteht, welcher sich in der biologischen Wirksamkeit derselben 
ausdriickt. 

Untersuchungen sind derzeit noch im Gange. Im folgenden 
soll tiber gleichartige Versuche mit Kulturen des B. pneumococcus 
berichtet werden. 
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Was Einzelheiten der Methode anbetrifit, verweise ich au 


die vorhergehende Mitteilung. Der einzige diesbeziigliche Unterschied 
betrifft verstiindlicherweise die verwendeten Kultur-Nahrbéden, 
Ks stand der T-Naihrboden zur Verwendung (Agar mit 4°/, Pepton 
und 0,5°/, Glucosezusatz), welcher eine besonders giinstige Ent. 
wicklung der Pneumokokken gewihrleistet. 


I. 


Das zahlenmiBige Verhalten der oben angefiihrten Faktoren, welche 
in gleichen Zeitabstiinden wihrend des Verlaufes der Autolyse periodisch 
bestimmt wurden, zeigt folgende Tabelle. 











Tabelle 1. 
Zeitdauer mg Formoltitrations- 
vom Anests | 6, Cesamt:| ir roam | seid, ans 
zur Autolyse stickstoff (Kjeldahl) gedriickt in ccm Pu . 
an gerechnet| in 10 ccm |nach Trichlor-| 2&7 VeTwendeten| (colorimetrisch 
(Autolyse (Kjeldahl) essigsiure- 0,1 n-NaOH 
bei 37°) fillung in 25 ccm 
0 6,02 2,79 3,20 6,0—6,2 
3 5,88 2,90 3,20 6,0—6,2 
13 5,88 2,90 3,30 6,0—6,2 
20 5,74 3,03 3,30 6,0—6,2 
28 5,74 3,28 3,35 5,8—6,0 
35 5,60 3,23 3,45 5,8—6,0 
45 5,60 3,52 3.55 6,0—6,2 
80 5,74 3,64 3,95 6,2—6.4 














Der Gesamtstickstoff fillt demnach im Laufe der Autolyse allmiihlich 
um geringe Werte. Diese nicht ohne weiteres erklirbare Tatsache wurde 
schon bei den friiher mitgeteilten Untersuchungen mit anderen Keimen 
stets festgestellt. Der Reststickstoff, sowie die mittels der Formoltitration 
festgestellte Aciditéit nehmen allmiéhlich und gleichmiBig zu. Das py blieb 
bis zum 28. Tage konstant, fiel hierauf ein wenig, um bald zu den Aus- 
gangswerten zuriickzukehren. Am Ende der Untersuchung war es sogar 
etwas héher. 


Dialyseversuche. 


Zur Dialyse wurden zwei verschieden alte Autolysate verwendet. 
Das eine 54 Tage nach dem Ansatz zur Autolyse, das andere ebenso nach 
83 Tagen. Die Autolyse ging im Brutschrank (37°) vonstatten, die Dialyse 
mittels einer Darmmembran bei Zimmertemperatur. 

Die Werte des 54 Tage alten Autolysates, danach zur Dialyse gebracht, 
sind in folgender Tabelle 2 zusammengestellt. 

In Tabelle 3 sind die Werte gebracht, die im Dialysat des 83 Tage 
alten Autolysates gefunden wurden. 
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Tabelle 2. 


Die gesamte zur Dialyse ausgesetzte Menge von 200 ccm enthielt 0,1149 g 

Gesamtstickstoff, die Formoltitrationsaciditit war (ausgedriickt in ecm 

0,1 n-NaOH) 28 ccm und hatte py = 6,0—6,2. — Die Dialyse der 200 ccm 

des Materials wurde gegen 500 cem destilliertes und steriles Wasser durch- 

gefiihrt. Die Zahlen des Gesamt-N und der Formoltitrationsaciditit be- 
ziehen sich auf die Gesamtmenge des Dialysates. 








Zeitdauer der Dialyse Gesamt-N Formoltitrations- 
in Stunden in mg aciditiit Pu 
24 28,0 12 6,2—6,4 
48 14,0 4 6,4—6,6 
Th 14.0 3 6,0—6,2 
Werte im Restmaterial 
nach 72 Stdn. Dialyse — , _ 
in der Membran ver- ( a 3,6 5,8—6,0 
blieben 











Tabelle 3. 
Die gesamte zur Dialyse ausgesetzte Menge von 400 ccm enthielt 0,2410 g 


Gesamtstickstoff, die Formoltitrationsaciditit (ausgedriickt in cem 0,1n-NaQH) 
betrug 56,8 ccm, das py = 6,0—6,2. 








Zeitdauer der Dialyse Gesamt-N Formoltitrations- 
in Stunden in mg aciditit Pu 
24 42,0 22,0 6,4—6,6 
48 21,0 12,0 6,2—6,4 
72 23,1 4,4 6,2—6,4 





Werte im Restmaterial | 

nach 72 Stdn. Dialyse 128.9 

im Membranschlauch { ee 
verblieben 


12,0 6,0—6,2 











Der Gesamt-N der drei Dialysatfraktionen plus dem im nicht dialy- 
sierten Rest verbliebenen Gesamt-N ergibt als Summe einen etwas kleineren 
Betrag, als er im Ausgangsmaterial festgestellt wurde. Die Differenz diirfte 
auf Substanzspuren zuriickzufiihren sein, die an die Membran adsorbiert 
wurden und so oder auf eine andere Art sich der Bestimmung entzogen. 

Wenn man die Zahlen der beiden letzten Tabellen vergleicht, kann 
der Befund erhoben werden, dab in den ersten 24 Stunden der Dialyse 
die Hauptmenge des Gesamtstickstoffs dialysiert, so daB in den folgenden 
48 Stunden die gleiche Menge Gesamt-N passiert, wie in den ersten 24 Stunden. 
Der Aminosiurestickstoff, vermehrt durch die bei der Formoltitration mit- 
bestimmten Substanzen, zeigt hingegen ein bei beiden Portionen gleich- 
miBigeres Verhalten. Bei dem 54 Tage lang der Autolyse iberlassenen 
Materiale dialysieren nach jeweils 24 Stunden 42,85°/,, 14,28°/, und 10,70°/, 
des Aminosiurestickstoffs (berechnet auf die gesamte dialysierte Menge). Es 
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dialysieren daher im ganzen ungefihr 67,78°/, des Aminosiiurestickstofis, 
Bei dem 83 Tage der Autolyse iiberlassenen Material hingegen ist die im 
ganzen festgestellte Menge des nach 72 Stunden dialysierten Aminosiiure-N 
ungefihr gleich obiger Zahl (67°/,), ist aber zeitlich anders verteilt: In der 
ersten Portion waren 38,59°/,, in der zweiten 21°/, und in der dritten 7,70°), 
festzustellen. 

Auch die py-Werte der zu verschiedenen Zeiten gewonnenen Dialysat- 
Fraktionen zeigen, was das verwendete Material (verschieden alte Autolysate) 
anbetrifft, ein verschiedenes Verhalten. Das 24 Stundendialysat des 54 Tage- 
autolysates zeigt ein Steigen des py im Vergleich zum Ausgangsmaterial 
und steigt weiter bei der nichstfolgenden Fraktion. Im 72 Stundendialysat 
ist das py das gleiche wie beim Ausgangsmaterial, wahrend das nicht 
dialysierte Restmaterial (im Membranschlauch verblieben) stets im Vergleich 
zum Ausgangsmaterial geringere Werte aufweist. Im 24 Stundendialysat 
(I. Fraktion) des 83 Tageautolysates hingegen ist das py im Vergleich zu 
dem des Ausgangsmaterials noch stirker erhéht: diese Erhéhung macht 
jedoch einer Verminderung in der folgenden Fraktion Platz und gleicht sich 
vollig dem Werte an, der im Restmaterial (nicht dialysiert) gefunden wurde, 
und der wiederum gleich ist dem im Ausgangsmaterial festgestellten Wert. 


Tierversuche. 


Die nach verschieden langer Dialyse erhaltenen Dialysatfraktionen 
wurden isoliert aufgefangen, durch darauffolgende Berkefeld-Filtration 
sterilisiert und Kaninchen injiziert. Bei den Tieren wurden vor und nach 
den Injektionen fortlaufend folgende Befunde erhoben: 1. Kérpertemperatur, 
2. Leukozytenzahl, 3. Differentialbild der weiBen Blutkérperchen. Methodik 
im tbrigen wie bei friiheren Mitteilungen (a. a. O.). Die verschiedenen Dia- 
lysatfraktionen gaben je nach ihrer Herkunft vom 54 Tage-, bzw. 83 Tage- 
autolysat verschiedene Resultate, die im folgenden Kapitel besprochen 
werden sollen. 

I. Biologische Wirkung von verschiedenen Dialysatfrak- 
tionen aus einer durch 54 Tage hindurch der Autolyse tber- 
lassenen Pneumokokkenkultur. 

Es wurden die Dialysatfraktionen von 24, 48 und 72 Stunden lang 
fortgesetzter Dialyse biologisch gepriift, weiter das nicht dialysierte, nach 
72 Stunden in der Membranhiilse verbliebene Material. Alle Fraktionen 
hatten bei intravenéser Injektion bei Kaninchen eine Steigerung der 
Koérpertemperatur (im Rectum gemessen) zur Folge. Die stets intra- 
venés verabfolgte Dosis war 1,1 ccm pro kg Kérpergewicht. Die am wenigsten 
in dieser Hinsicht wirksame Fraktion war das 24 Stundendialysat, obwohl 
alle mit demselben injizierten Tiere doch eine Temperatursteigerung von 
0,8° bis 1,0° aufwiesen. Die nach dieser Fraktion dialysierten Substanzen 
hatten stets stirkere Wirkung in dieser Richtung und verursachten eine 
Temperaturerhéhung von mindestens 1,5°, welche 8 bis 9 Stunden anhielt. 
Zwischen dem 48- und 172-Stundendialysat konnte kein besonderer Unter- 
schied fiir diese Wirkung festgestellt werden. Im Verlauf der Versuche 
mit den beiden letzten Fraktionen sind unter 8 Tieren 4 von denselben ein- 
gegangen, bei welchen letzteren besonders hohe Temperaturen festgestellt 
werden konnten. Der Tod stellte sich meist 24 Stunden nach der Injektion ein. 
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Der nicht dialysierte, in der Membranhiilse verbliebene Rest hatte stets 
den Tod der mit diesem Material gespritzten Versuchstiere zur Folge; 
die meist sehr starke Temperaturerhéhung trat unmittelbar nach der Injek- 
tion auf und dauerte unvermindert bis zum Tode an, der im Mittel nach 
etwa 24 Stunden eintrat. 

Was die Zahl der Leukocyten anbelangt, konnte festgestellt 
werden, daB alle Fraktionen im stande waren, dieselbe zu erhéhen. Der 
Grad und die Art der nach der Injektion entstehenden Leukocytose 
sind jedoch je nach der Fraktion verschieden. Das 24 Stunden-Dialysat 
ruft eine Leukocytose hervor, die etwa 3 Stunden nach der Injektion be- 
ginnt und manchmal von einer leichten Leukopenie gefolgt wird. Die 
Leukocytose ist derart, daB manchmal eine Verdopplung und 6fter noch 
eine Verdreifachung der vor der Injektion durch mehrfache Zihlungen 
festgestellten Normal-Leukocytenzahl erreicht wurde. Die 48 und 72 Stunden- 
Dialysate hingegen rufen eine miBigere Leukocytose hervor, die sich auch 
langsamer einstellt (nach etwa 5 Stunden) und die stets von einer ausge- 
sprochenen Leukopenie eingeleitet wird. Bei einigen Tieren, bei denen die 
Leukopenie besonders ausgesprochen war, wurde die Leukocytose erst 
7 Stunden nach der Injektion festgestellt. Vorwiegend leukopenische und 
nur ausnahmsweise von Leukocytose gefolgte Wirkung zeigten hingegen 
die nicht dialysablen Substanzreste, welche wie oben gesagt, stets nach 
einer oder héchstens 2 Injektionen den Tod der Tiere zur Folge hatten. 

Nebst der Veriinderung der absoluten Leukocytenzahl wurden auch 
soleche im Differentialbild der Leukocyten festgestellt. Wihrend der 
beobachteten Leukocytose vermehren sich deutlich die pseudo-eosinophilen 
Leukocyten, es vermindern sich die Lymphocyten und es kommt zu einer 
mehr oder minder ausgesprochenen Basophilie (von einem Minimum yon 9 
bis zu einem Maximum von 23 Basophilen auf 100 Leukocyten), geringe 
Monocytose und Auftreten von Histiocyten. Diese Befunde wurden beim 
gesamten Tiermaterial, welches mit den 24 und 48 Stunden-Dialysaten be- 
handelt war, erhoben. Die 72 Stunden-Dialysate rufen noch eine Ver- 
mehrung der Pseudo-EKosinophilen hervor und bisweilen auch noch eine 
geringgradige Basophilie; nie konnte jedoch bei den mit dieser Fraktion 
gespritzten Tieren ein Auftreten der Histiocyten im kreisenden Blute fest- 
gestellt werden. — Der nicht dialysierte Rest hatte auf das Differential- 
bild der Leukocyten keine deutliche Wirkung. 


II. Biologische Wirkung von verschiedenen Dialysat- 
fraktionen aus einer durch 83 Tage hindurch der Autolyse 
iiberlassenen Pneumokokken-Kultur. 


Die 3 Dialysatfraktionen dieses Autolysates unterscheiden sich weit- 
gehend von denselben des oben besprochenen (54 Tage) Autolysates, 
indem denselben die Wirkung auf die K6rpertemperatur vollig verloren 
gegangen ist. In gréferen und kleineren Dosen verabreicht, konnte nie 
eine Steigerung der Kérpertemperatur festgestellt werden. Die Wirkung 
auf die Leukocytose ist bei ihnen jedoch voll vorhanden, eine Wirkung, 
die jedoch je nach der Fraktion (24, 48 oder 72 Stunden-Autolyse) ver- 
schiedenartige Charakteristika aufweist. Die beiden ersten Fraktionen rufen 
eine Leukocytose hervor, die je nach den individuellen Schwankungen der 
einzelnen Versuchstiere mehr oder minder ausgesprochen sein kann. Diese 
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Leukocytose tritt in 2 Phasen in Erscheinung: gewéhnlich findet der erste 
Anstieg der Leukocytenzahl eine Stunde nach der Injektion statt, und die. 
selbe steigt bis zum Ende der dritten Stunde; wihrend der dritten und 
vierten Stunde zeigt die Leukocytenzahl die Neigung zu fallen, um nach 
Ablauf dieser Zeit schlagartig wieder anzusteigen. Es findet also eine 
Leukocytose statt, deren kurvenférmiger Verlauf 2 Gipfel aufweist, yon 
denen der zweite stets den ersten iiberragt. 

Die 72 Stunden-Dialysate hingegen bewirken gewoéhnlich eine Leuko. 
cytose, deren kurvenférmiger Verlauf ein gleichmiBig ansteigender ist: 
diese Leukocytose ist jedoch in diesem Fall stets von einer leichten Leuko- 
penie eingeleitet, welche 4 Stunden nach der Injektion einsetzt und in der 
achten Stunde einen Héhepunkt aufweist. 

Die Veriinderungen in der Differentialformel der Leukocyten driicken 
sich auch hier in einer Vermehrung der Pseudo-EKosinophilen aus, weiter 
in einem Ansteigen tiber die Normalzahl der Basophilen, und im Abfall 
der Lymphocytenzahl. Weiter besteht Monocytose und Auftreten histio. 
eytiirer Elemente im kreisenden Blut. Diese das Differentialblutbild be- 
treffende Wirkung konnte bei allen 3 Fraktionen gleichmibig festgestellt 
werden. — Erwihnenswert sind weiter die Befunde, die durch Einver- 
leibung der nach 72 Stunden nicht dialysierenden, also in der Membran- 
hiilse zuriickgebliebenen Restsubstanz erhoben wurden. Dieses Material 
offenbarte, wie schon erwidhnt, eine ausgesprochene Wirkung auf die 
K6rpertemperatur (Erhéhungen von 39° bis zu 42°), hatte jedoch nie zu 
einer Leukocytose gefiihrt, sondern es wurde sogar linger dauernde Leuko- 
penie, nebst der hochgradigen Toxizitit festgestellt. Die mit diesem Material 
gespritzten Kaninchen zeigten schon wenige Stunden nach der Injektion 
ein schwer gestértes Verhalten und keines derselben lebte linger, als 
héchstens 48 Stunden nach der Injektion. Bei der Sektion der eingegangenen 
Tiere war als regelmiBiger Befund zu erheben: triibe Schwellung des 
Herzmuskels und der Nieren, deutliche Fettinfiltration der Leber mit 
manchmal nicht unerheblichem Milztumor. 


Diskussion der Ergebnisse und SchluSbetrachtung. 

Der in Tab. 1 wiedergegebene Befund, die im Verlauf der 
Autolyse beobachtete leichte, aber konstante Abnahme des 
Gesamt-Stickstoffs ist wert niher erértert zu werden. Der 
Rest-N steigt an, so daB er am Ende 63°/, des Gesamt-N er- 
reicht. RegelmiBigen Anstieg zeigt auch die Formol-Titrations- 
Aciditiit (ausgedriickt in Kubikzentimeter 0,1 n-NaOH), die von 
3,20 bis zu 3,95 ccm, also um 23,4°/, stieg. Durch Dialyse des 
Materials konnte festgestellt werden, daB der dialysierte Stickstott 
des 54 Tage-Autolysates ungefihr 50°/,, derselbe des 83 Tage- 
Autolysates hingegen etwa 35,8°/, des Gesamt-Stickstoffs der be- 
treffenden Autolysate darstellt. Die Beurteilung dieser Zahlen 
mu8 jedoch mit Anrechnung der kleinen Verluste des Gesamt-\ 
geschehen, von denen in der Bemerkung zur Tab. 3 die Rede 
war, wobei es sich, wie dort ausgefiihrt, wahrscheinlich um an 
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die Membranhiilse adsorbierte Substanzmengen handelte, die sich 
so oder anderswie der Bestimmung entzogen. Sie betrugen fiir 
das 83 Tage-Autolysat etwa 10°/, der im Ausgangsmaterial fest- 
gestellten Menge, wahrend sie beim 54 Tage-Autolysat verschwindend 
klein gefunden wurde. Im ganzen kann gesagt werden, daf auf 
Grund der erhaltenen Zahlen und Befunde die Ergebnisse von 
Birges, Schermann und Schreiber’), sowie die von Nicolle’*) 
bestiitigt werden kénnen, dab nimlich Pheumokokkenkulturen 
leicht einem autolytischen ProzeB unterliegen. 
Betrachtet man die biologische Wirksamkeit der verschiedenen 
Dialysatfraktionen, fallt zunichst auf, daB die Zeit, fiir welche 
das zur Dialyse verwendete Material vorher der Autolyse iiber- 
lassen war, von groBer Bedeutung ist. Die Dialysate des 54 Tage- 
Autolysates sind alle Fieber erzeugend, welche Wirkung bei den 
Fraktionen der linger durchgefiihrten Dialyse deutlicher fest- 
gustellen war (48 und 72 Stunden-Dialyse). Zur Hyperthermie 
gesellt sich eine Leukocytose, die je nach Dialysatfraktion 
(24 Stunden-Fraktion oder die in der Folge dialysierten Fraktionen) 
eine in Einzelheiten verschiedene ist. Fir die erste Fraktion 
ist die der Leukocytosewirkung vorangehende leichte Leukopenie 
nicht konstant, wihrend fiir die zweite die Leukopenie AauBerst 
konstant und bisweilen hochgradig ist und sich die folgende 
Leukocytose spiiter einstellt. Weiter ist zu bemerken, daB beim 
72 Stunden-Dialysat des in Rede stehenden Autolysates jene Wir- 
kung, gemiB welcher histiozytiire Elemente im kreisenden Blut 
auftraten, stets vermiBt wurde. Alle diese Befunde sprechen fiir 
die Anwesenheit toxischer Substanzen in den verschiedenen 
Dialysatfraktionen—Substanzen, die die Abwehrreaktionen des Orga- 
nismus zu lihmen scheinen. Der Tod vieler Versuchstiere dieser 
Reihen ist mit dieser Auffassung leicht in Einklang zu bringen. 
Die Dialysate jedoch, die von jenem Material erhalten wurden, 
welches eine langere Zeit (83 Tage) der Autolyse iiberlassen 
worden war, wiesen eine vollig verschiedenartige Wirkung auf. 
Die 3 Fraktionen hatten zwar noch eine Leukocytosewirkung und 
waren noch imstande, Reizbilder des reticulo-endothelialen Systems 
hervorzurufen, hatten jedoch nach ihrer Verabreichung niemals 
eine Anderung der Korpertemperatur zur Folge. Die Leukocytose 
ist jedoch, wie schon niher ausgefiihrt, verschieden je nachdem 
das 24 und 48 Stunden- oder das 72 Stunden-Dialysat verwendet 
wurde. Fir das erste Dialysat ist eine Leukocytose charakte- 
ristisch, die bald anhebt und hierauf von einem leichten Absinken 
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der Leukocytenzahl gefolgt wird, wobei zwar nie die Ausgangs. 
zahlen erreicht werden, und danach erst kommt es zum stiirkeren 
Anstieg derselben. Die Leukocytose hingegen, welche durch das 
72 Stunden-Dialysat hervorgerufen wird, ist von einer leichten 
Leukopenie eingeleitet, entwickelt sich langsamer und gleich- 
maBiger, um hierauf allmahlich wieder zur Norm zuriickzukehren, 
Das nach 72 Stunden langer Dialyse in der Membranhiilse ver. 
bliebene, also nicht dialysierte Material, gleichgiiltig, ob es dem 
mehr oder minder lang der Autolyse ausgesetzten Material ent- 
stammte, rief stets hohes Fieber, Leukopenie und den baldigen 
Tod der mit demselben behandelten Tiere hervor, die bei der 
Sektion stets das bekannte Bild einer schweren Bakterien-Kiweib- 
Intoxikation boten. 

All dies steht gut im Einklang mit den Befunden, die ich 
bei meinen friiheren Untersuchungen iiber Autolyse des Staphylo- 
kokkus, des b. coli und des b. typhi erheben konnte. Die der 
Autolyse folgende fraktionierte Dialyse des Pneumokokkus er- 
méglicht 2 Substanzen oder Substanzgruppen festzustellen, die 
bei der Autolyse der Keime frei werden, von denen die eine auf 
die Kérpertemperatur wirkt, die andere Leukocytose und 
Reizung des reticulo- endothelialen Systems _hervor- 
zurufen imstande ist. 

Die pyrogenen Substanzen scheinen die komplexeren Bestand- 
teile des Materials zu sein, und auch im Laufe der heute mit- 
geteilten Versuche konnten zwei Typen derselben festgestellt werden: 
Hine dialysable und eine nicht dialysable Type. Die erste wird 
bald frei und erweist sich einer linger dauernden Autolyse gegen- 
iiber nicht resistent. Es scheint sich hierbei um intermediire 
Substanzen zu handeln, die im Anfang der Proteolyse entstehen, 
ein noch komplexeres Gefiige besitzen und einem weiteren fermen- 
tativen Abbau gegeniiber empfindlich sind. Auf Grund der Er- 
gebnisse von J. Carra*) ist es jedoch auch méglich, daB diese 
dialysablen, Hyperthermie erzeugenden Substanzen von antago- 
nistischen (Hypothermie erzeugenden) Substanzen neutralisiert 
werden, welche letztere erst nach linger dauernder Autolyse frei 
werden. Carra konnte in der Tat feststellen, da8 im Beginn 
der autolytischen Proteolyse der Keime Substanzen frei werden, 
die Hyperthermie erzeugen, daB jedoch nach langer fortgesetzter 
Autolyse antagonistische Substanzen nachzuweisen sind, die Hypo- 
thermie zur Folge haben. Die Ergebnisse meiner Untersuchungen 
sind jedoch mit diesen Beobachtungen nicht véllig im Hinklang. 
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Ich konnte zwar auch gelegentlich bei meinen Versuchstieren 
Temperatursenkungen beobachten, und zwar meist bei den Ver- 
suchen mit den Staphylokokkus-Autolysaten, mit welchem Keim 
auch Carra arbeitete. Doch konnte ich die Hypothermien nur 
bei Verwendung der Dialysate jiingerer Autolysate beobachten 
(12 Tage altes Autolysat), nie jedoch wenn die Dialysate von alteren 
Autolysaten gewonnen wurden. Es scheint daher mit allem Vor- 
behalt gesagt werden zu kénnen, daB die Auffassung mehr Wahr- 
scheinlichkeit fiir sich hat, derzufolge eine linger fortgesetzte 
Autolyse, die einen tieferen Abbau der aus den Keimen frei ge- 
wordenen Substanzen bewirkt, auch jene Prinzipien unwirksam 
macht, die eine Wirkung auf die Kérpertemperatur haben. Jene 
pyrogenen Substanzen, die sich als nicht dialysable erwiesen, 
kénnen als andersartige aufgefaBt werden, jedoch ist es auch 
hier wahrscheinlicher, daB es sich um gleiche Substanzen handelt, 
die nur ziher im Hiweifgefiige des Bakterienleibes verschlossen 
sind und erst durch eine vollkommene Lyse des Zellorganismus 
frei werden, was iedoch in vitro nicht méglich scheint. Diese 
Erscheinung kénnte vielleicht ihre Klirung durch Experimente 
finden, mittels welchen versuacht werden wiirde, den Bakterienleib 
mit energischeren Mitteln aufzuschlieBen, als sie bei der fermen- 
tativen Autolyse wirksam sind. 

Die auf die Leukocytose und das reticulo-endotheliale System 
wirkenden Prinzipien scheinen vom chemischen Gesichtspunkt aus 
weniger komplex zu sein. Sie sind nach linger dauernder Auto- 
lyse und nachfolgender Dialyse leicht festzustellen und kénnen 
ihre Wirksamkeit auch in Abwesenheit der Fieber erzeugenden 
Substanzen entfalten. Beim Pneumokokkus scheinen sogar die 
in Rede stehenden Prinzipien, bei Abwesenheit der Fieber er- 
zeugenden Substanzen, in erheblicherem Mae nachweisbar zu 
sein und es kann beziiglich der biologischen Wirksamkeit allgemein 
der Antagonismus festgestellt werden zwischen den Substanzen, 
die eine Reizwirkung auf das Knochenmark und mesenchymale 
AbwehrmaBnahmen des Organismus bewirken und den Substanzen, 
die eine bedeutende und manchmal ausschlieBliche Fieberwirkung 
aufweisen. Die ersten sind vertreten durch die Dialysate aus 
alteren Autolysaten, die zweiten durch Dialysate aus jiingeren 
Autolysaten oder nicht dialysable Substanzen. Es ist also gut 
vorstellbar, daB im komplexen Gefiige des Pneumokokkus Sub- 
stanzen oder Substanzgruppen bestehen, die auf den Wirtsorganis- 
mus bestimmte und wohl unterscheidbare Wirkungen ausiiben. 
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Zusammenfassung. 


Im Verlaufe der Autolyse von Pneumokokkenkulturen wurden 
wiederholte Bestimmungen des Gesamt-Stickstoffs, des Rest-Stick- 
stofis, der Formoltitrationsaciditit und des p,, vorgenommen, 
Das autolysierte Material wurde dialysiert, was zeitlich verschieden 
lange durchgefiihrt wurde. So konnten Fraktionen dargestellt 
werden, die jeweils charakteristische und verschiedenartige bio- 
logische Wirkungen aufwiesen. Die Dialysate jiingerer Autolysate 
riefen Fieber und Leukocytose hervor. Bei linger fortgesetzter 
Autolyse verschwinden die Fieber erzeugenden, dialysablen Sub- 
stanzen und es verbleiben die auf Leukocyten und reticulo-endo- 
theliales System wirkenden. Die bei der Dialyse zuriickbleibenden 
nicht dialysablen Substanzen erwiesen sich stets als auBerst 
pyrogen und toxisch. 
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Uber die Methylierung von Arginin. 
Von 


K. Dirr und A. Lang. 


(Aus dem Laboratorium der II. Med. Klinik der Universitat Minchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1934.) 


Die Methylierung der EKiweibkorper ist schon von verschiedenen 


Autoren verwendet worden, um die Art der Bindung der einzelnen 
_ Aminosiuren, vor allem des Arginins, zu kliren. So hat Edl- 
_ bacher?)eine Reihe von Kiweibkérpern methyliert und die N-Methyl- 
| zahl als weiteres Merkmal fiir ihre Charakterisierung aufgestellt. 
| Die gleichen Versuche wurden von K. Felix?) auch auf das Histon 
 ibertragen. Nach den vorliegenden Resultaten scheint die Guanidin- 
' gruppe des im EKiwei8 gebundenen Arginins nicht gleichmiBig zu 
reagieren. So findet zB. Edlbacher, daB im Clupein etwa 
' 1 Methyl fiir jedes Arginin aufgenommen wird. K. Felix?) schlieBt 
' nach seinen Versuchen am Histon, daB 2 Methyle bei 1 Arginin 
 eingefiihrt werden kénnen. 


Um dariiber Klarheit zu bekommen, haben wir schon vor 


| lingerer Zeit begonnen, freies Arginin mit Dimethylsulfat zu 


methylieren. Vor kurzem haben W. Zimmermann und A. Canza- 


| nelli*) tiber die gleichen Versuche berichtet. Einen Teil ihrer 


Resultate kénnen wir bestiatigen. 
Neben der urspriinglichen Frage nach der Bindungsart im 


 Kiwei8 verfolgen wir mit diesen Versuchen auch weiter den Zweck, 
 vielleicht auf diesem Wege auf Zusammenhinge zwischen Arginin 


und Kreatinin zu kommen und auBerdem die Guanidingruppe 


| iberhaupt zu studieren; denn diese Gruppe betrachten wir als 


ein stabiles Stickstoffanalogon zu der Carboxylgruppe, deren In- 
stabiles, die freie Amidingruppe, wir in der aliphatischen Reihe 
der Naturstoffe vielleicht wegen ihrer Unbestindigkeit noch nicht 
gefunden haben. Wir haben aber gar keinen Zweifel, daB bei der 
weitgehenden Analogie von Stickstoff- und Sauerstoffverbindungen 
gerade bei den Naturstoffen diese Atomgruppierung im lebenden 
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Organismus eine Rolle spielt. In letzter Zeit hat Freudenberg’) | 








a-Met 

bei seinen Arbeiten iiber Insulin auch bereits an die Moglichkeit, folgen 
von deren Vorhandensein gedacht. | Enge 
Nach der Methylierung mit Dimethylsulfat und Natronlauge | carbo 
beim Umschlagpunkt vom Thymolphthalein (p,, 9—10) konnten wir eine 1 
als Pikrate isolieren: Arginin-a-Betain (aktiv und inaktiy), Mono- orupp 
methylarginin-g-Betain (1 CH, am Guanidin), Argininester mit} jandsé 
2 CH, am a@-N und wahrscheinlich 2 CH, am Guanidin. Bein steher 
Verestern dieser Pikrate konnten wir nur das salzsaure Salz yop AuBer 
Arginin-e¢-Betain isolieren. Es miissen sich also dabei 1 baw] teller 
2 Methyle der Guanidingruppe abgespalten haben. Hierfiir konnen} go, o) 
wir noch keine Erklarung geben. AuBerdem muB8 beim Ester eine durch 
Wanderung der O-Methylgruppe nach dem a-N stattfinden. DHE sss d 
gleiche Beobachtung machten wir auch bei der Methylierung von | 01]; 
Salmin und manchmal auch von Clupein. bei de 
Besonders interessant war die Reaktion nach Sakaguchi J girch 
Diese fiel bei den Hydrochloriden aus simtlichen Pikraten nur Bet: 
sehr schwach positiv aus, dagegen sehr stark bei Guanidobenzoyl- pikrat 
arginin-c¢-Betain, das nach Schotten-Baumann gewonnen war; F jgslick 
man sollte eher umgekehrt erwarten. Uns ist dieser Befund ein F 4,_) 
Hinweis darauf, daB beim methylierten Arginin die nahen sterischen «-Bet: 
Beziehungen zwischen den beiden Systemen Carboxyl, o-Amino- schaft 
gruppe einerseits und Guanidingruppe andererseits noch viel deut- J any 
licher zum Ausdruck kommen als beim freien Arginin. Doch J 7orco 
méchten wir uns vorerst noch auf keine Formulierung festlegen F ,. hor 
(Betainbildung, salzartige Bindung, Verkniipfung durch Restvalenzen J 7:1) 
oder chemisches Gleichgewicht analog einer Keto-Enolform). so gr 
Diese sterische Beziehung scheint durch die Kinfiihrung der § go, {7 
Benzoylgruppe stark zuriickgedriingt zu sein, woraus sich der sehr beispi 
starke positive Ausfall der Sakaguchireaktion erkliren wiirde. dan 
Bei der Barytspaltung entsteht aus simtlichen Hydrochloriden § .,)) - 
Ornithin-c-Betain und Citrullin-e-Betain. Die Spaltung geht leichter J chre 
vor sich als beim Arginin. Die genauen Bedingungen hierfiir kennen- wees 
zulernen ist bei der Mannigfaltigkeit der méglichen Methylierungs- hei di 
produkte und bei der trigen Krystallisationstendenz iibersichtlicher — 
Salze, wie z. B. des Hydrochlorids sehr schwierig. Temp 
Da Zimmermann und Canzanelli tiber andere Resultate § . ic} 
und SchluBfolgerungen berichten, méchten wir kurz darauf eln- B deuty: 
gehen. Nach ihrer Annahme, die sich in diesem Punkt mit der B die B: 
unseren deckt, entsteht auf jeden Fall zuerst das w-Betain. Dies lauge 
erst soll sich nach deren Dafiirhalten sekundir umlagern in das § gag ; 
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a-Methylguanidodimethylarginin (Engelandsalz). Datiir geben sie 
folgende Griinde an: 1. das w-Betain geht durch Methylieren nach 
Engeland (also mit Dimethylsulfat und Barytwasser und Barium- 


- carbonat bei 50°) ins Engelandsalz iiber. Wenn es sich nur um 


eine Umlagerung handelt und keine Neueinfiihrung von Methyl- 
eruppen, ist Dimethylsulfat nicht notwendig. Es miiSte das Enge- 
landsalz dann auch mit Baryt und Bariumcarbonat allein ent- 
stehen, also schlieBlich bei jeder Barytspaltung als Zwischenprodukt. 
AuBerdem miifte sich aus dem Engelandsalz auch der Ester dar- 
stellen lassen, aber beides ist nicht der Fall. Man kénnte trotz 
der groBen Bestiindigkeit von e-Betain héchstens annehmen, daB 
durch Methylalkohol und Salzsiiure wieder eine Riickverwandlung 
aus dem Engelandsalz stattfindet. 2. Zimmermann und Canza- 
nelli erhielten nach der Barytspaltung von methyliertem Arginin, 
bei dem die einzelnen Methylkérper nicht weiter getrennt waren, 
durch direkte Fiillung mit Pikrinsiure das leichter lésliche Ornithin- 
e-Betainpikrat und das schwerer lésliche Methylaminopiperidon- 


“| pikrat. Wir dagegen erhielten in diesem Falle immer das leichter 


lésliche Ornithin-¢-Betaindipikrat bzw. das Doppelsalz aus Orni- 
thin—Betaindipikrat und Bariumpikrat und das schwerer lésliche 
a-Betaincitrullinmonopikrat. Auffallenderweise stimmen die EKigen- 
schaften von letzterem véllig iiberein mit denen des von Zimmer- 
mann beschriebenen $-Methylaminopiperidonpikrats (Krystallform, 
Zersetzungspunkt, Léslichkeit) selbstverstiindlich auch die Analysen- 
zahlen, da das Verhiltnis von C, H, N ja dasselbe ist. Solche 
Zufille sind méglich, besonders, nachdem substituiertes Arginin 
so groBe Verwandlungsfihigkeit besitzt. Aber auffallig ist, dab 
der Ubergang von @-Methylornithin so leicht vonstatten geht, daB 
beispielsweise schon eine blofBe Umwandlung des Flavianats in 
das Pikrat einen Ubergang von Ornithin in Piperidon bewirken 
soll. Kine genauere Beschreibung ist nicht angegeben. Beziiglich 
mehrerer Abweichungen unserer Salze von denen Zimmermanns 
weisen wir auf den Versuchsteil. Unsere Versuchsbedingungen 
bei der Methylierung decken sich wohl mit denen der genannten 
Forscher nicht ganz, besonders hinsichtlich des Alkalis und der 
Temperatur. Wir glauben auch gar nicht, daB das Kation eine 
entscheidende Rolle bei der Methylierung spielt. Viel mehr Be- 
deutung hat das p,. Bei Magnesiumoxyd erreicht man natiirlich nie 
die Basizitaét wie bei Baryt. Und letztere wird von der der Natron- 
lauge leicht iiberschritten. Die Auffassung von Zimmermann, 
da8 der Guanidinkern ohne Verinderung in der Peptidbindung 
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nicht methyliert werden kann, méchten wir uns in dieser Fassung 


nicht zu eigen machen. Das Arginin iiberrascht so oft bei einem | 


neuen Angriff mit einer unerwarteten Reaktion besonders in seinen 
Derivaten. Darum méchten wir zuniichst mit solchen Behauptungen 
zuriickhalten. Uber die Methylierung von Clupein berichten wir 
gesondert. 


Das weitere Studium der Reaktionsweise des Arginins wird | 


auch den Mechanismus der Arginasewirkung allmihlich aufkliren, 
Mit der Klirung der verschiedenen Fragen sind wir weiter be. 
schiftigt. 


Der Forschungsgemeinschaft der deutschen Wissenschati 
danken wir fiir die bereitgestellten Mittel. 


Experimenteller Teil. 


Tetramethylargininmethylester. 5 g Argininmonohydrochlorid 
wurde in wenig Wasser gelést und mit 50 g Dimethylsulfat methyliert. 
Dimethylsulfat und Natronlauge 1i8t man bei Zimmertemperatur unter 
kraftigem Turbinieren ganz langsam zutropfen, wobei das py (Thymol- 
phthalein als Indicator) sorgfiltig bei 9—10 gehalten wird. Nach 5 Stdn, 
war die Umsetzung beendet. Das Volumen betrug jetzt 1/, Liter. Dazu 
fiigten wir eine gesittigte Lésung von Phosphorwolframsiure in 500 cem 
10 °/,iger Schwefelsiure. Der Niederschlag wurde mit 5 °/,iger Schwefel- 
siure gewaschen, hierauf in Aceton gelést, mit Wasser bis zur beginnen- 
den Triibung verdiinnt und unter starkem Riihren mit einer bei 30° ge- 
sittigten Barytlésung zerlegt. Durch Phenolphthalein als Indicator wurde 
ein zu groBer Uberschu8 an Baryt vermieden. Die Umsetzung erfolgte 
sehr rasch. Es wurde sofort abgesaugt und das Filtrat im CO,-Strom 
stark eingeengt. Fillung mit Pikrinsiure ergab ein Pikrat, das aus Wasser- 
Alkohol umkrystallisiert wurde und nunmehr Zersetzungsp. 161° zeigte. 
Zur Analyse wurde tiber P.O; im Vakuum bei 100° getrocknet, wobei 
selbst nach mehrtigigem Trocknen kein Gewichtsverlust eintrat. 


4,455 mg Subst.: 6,375 mg CO,, 1,855 mg H,O. — 38,84 mg Subst.: 
12,02, 38,01 mg AgJ. 
Tetramethylargininmethylesterdipikrat C,,H3)N,90;¢ (702,3) 
Ber. C 39,32 H 4,31 OCH, 4,42 4CH,/N 8,56 3CH,/N 6,55 
Gef. ,, 39,03 ,, 4,66 » 4,09 » a , ak 


Obwohl die N-Methylzahl vielmehr fiir ein Trimethyl spriche, so sind 
wir im Hinblick auf die Argininsiure, die glatt 2 Methyl in der Guanidin- 
gruppe aufnimmt, eher geneigt ein Tetramethyl anzunehmen. Da die 
N-Methylzahlen nicht unbedingt zuverlissig sind, verlieBen wir uns bei 
der Berechnung der Bruttoformel stets mehr auf die Gesamtanalysen. 

Das Pikrat wurde mit Salzsiiure und Methylalkohol zerlegt, wobei 
5g desselben, 3,22 g Pikrinsiure liefern = 64,4 °,, ber. fiir C,,Hg)N1 01 
65,3 °/,. Nach Fallung mit Ather entstand ein Sirup, der sich auch durch 
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wiederholtes Umfiillen aus Methylalkoholither nicht krystallisieren lieB. 


Yur Orientierung trockneten wir einen Teil im Vakuum bei 40—50° zur 


Gewichtskonstanz und machten eine Bestimmung nach Zeisel. Es ergab 
sich kein O-Methyl, so dab die Esterform in das Betain iibergegangen sein 
mug. Den Rest versetzten wir mit Goldchlorid in 20 °/,iger Salzsiiure und 
erhielten nach Einengen auf dem Wasserbad ein krystallisiertes Goldsalz, 


das, aus verdiinnter Salzsiiure umkrystallisiert, den Zersetzungsp. 170° zeigte. 


4,225 mg Subst.: 1,860 mg CO,, 1,075 mg H,O, 1,810 mg Au. — 17,4 mg 


_ Subst.: 14,13 mg AgJ. 


Argininbetaindichloraurat C,H,.N,O,Au,Cl, (896,3) 
Ber. C 12,03 H2,47 Au 43,92  OH,/N 5,02 
Gef. ,, 12,01 99 2,85 42,44 » 9,19. 


Wir hatten wahrscheinlich das von Zimmermann als Engeland- 
goldsalz beschriebene Chloraurat in Hinden. Die N-Werte fehlen sowohl 
bei Engeland als auch bei Zimmermann. Wir fanden bei Priparaten 
verschiedener Darstellung einmal 4,99 °/, N, ein anderes Mal 5,76 °/,. 
3.N (Citrullinbetain) verlangten 4,68°/, und 4 N (Argininbetain) 6,25 °,. 
Obwohl die Analysenzahlen nicht eindeutig sind, glauben wir doch, dab 
wir Argininbetaingoldsalz in Hinden hatten. Auffallend ist der Verlust 
von CH,. 

Vermieden wir bei der Darstellung und besonders bei der Isolierung 
etwas weniger iingstlich das saure pg, so erhielten wir oft ein Pikrat 
in harten, sehr schwer léslichen rautenf6rmigen Krystallen, die sich luft- 
trocken bei 140°, zur Konstanz getrocknet etwas unscharf bei 165° zer- 
setzten. Die Analysenzahlen, die aus Priparaten ganz verschiedener Dar- 
stellung gewonnen wurden, sind folgende: 

5,330 mg Subst.: 7,490 mg CO,, 1,990 mg H,O. — 4,583 mg Subst.: 
0,83 cem N, (18°, 715 mm). — 5,396, 5,158 mg Subst.: 6,670, 7,260 mg CO,, 
2,160, 2,040 mg HO. 

Methylargininbetaindipikrat C,,H,,N,.0,, (688,3) 

Ber. C 38,38 H 4,10 N 20,32 
Gef. ,, 38,32, 38,76, 38,38 ,, 4,18, 4,48, 4,42 ,, 19,99. 


Keines der Pikrate ergab nach Zeisel O-Methyl. Es lag also kein 
Ester und kein Krystallalkohol vor. 

Argininbetainmonohydrochlorid. Dieses ist leicht darzustellen, 
wenn man wie iiblich mit Methylalkohol und Salzsiure und Fillung mit 
Ather die Pikrinsiure entfernt, mit Natronlauge neutralisiert, zur Trockene 
einengt und aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. Es kommt in schénen 
Nadeln, die sich leicht in Wasser, auch noch in heifem Alkohol lésen, da- 
gegen schwer in kaltem Alkohol und in Ather und Aceton unldslich sind. 
Bei 235° sintert es, bei 240° zersetzt es sich unter lebhafter Gasentwicklung. 


4,548 mg Subst.: 7,095 mg CO,, 3,440 mg H,O. — 3,584 mg Subst.; 
0,704 cem N, (19°, 718 mm). — 12,675 mg Subst.: 7,205 mg AgCl. — 4,322 mg 
Subst.: 6,740 mg CO,, 3,250 mg H,O. — 4,4822 mg Subst.: 0,915 cem N, 
22° 755mm). — 12,260 mg Subst.: 7,020 mg AgCl. — 4,456 mg Subst.: 
6,930 mg CO,, 3,390 mg H,O. — 3,290 mg Subst.: 0,642 cem N, (28°, 
754 mm). — 11,970 mg Subst.: 6,905 mg AgJ. 


G* 


—E 
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Argininbetainmonohydrochlorid C,H,,N,O,Cl (252,66) 


Ber. © 42,75 H 8,38 N 22,18 Cl 14,04 
Gef. ,, 42,58, 42,53 ,, 8,46, 8,42 ,, 21,72, 21,81 ,, 14,06, 14,17 
»» 42,40 8,51 » 21,95 14,27. 


Bei der Umwandlung des Pikrates in das Hydrochlorid wurde wieder 
ein CH, abgespalten. 


Inaktives Argininbetain. 5¢ Salzsaures Arginin wurde wie iiblic( 
methyliert. Es wurden etwa 75g Dimethylsulfat, das ist der 5 fache Uber 
schu8 berechnet auf 5 Methylgruppen, verbraucht. Mit Phosphorwolfram. 
siure wurde aus der 5°/, igen schwefelsauren Lisung gefillt und der Nieder 
schlag 2 mal mit derselben Schwefelsiurekonzentration auf dem Wasserbad 
behandelt. Hierauf wurde mit Baryt zerlegt, die Mutterlauge eingeengt und 
auf 4 Stickstoff eine Pikrinsiiure zugegeben. 

Monopikrat. Es fiel ein Pikrat, das sich nach Umkrystallisieren 
aus Wasser bei 237° unter lebhafter Gasentwicklung und Braunfiirbung 
zersetzt. [is sind Nadeln, ziemlich schwer léslich in kaltem Wasser, leicht 
in heibem. 


5,326 mg Subst.: 7,845 mg CO,, 2,520 mg H,O. — 3,204 mg Subst.: 
0,643 cem N, (17°, 714 mm). — 0,0516 mg kein O-Methyl, 0,0616 mg" AgJ. 

Argininbetainmonopikrat C,,H,,N,O, (445,2) 

Ber. C 40,42 H 5,20 WN 22,02 2CH,/N 6,74 3CH,/N 10,11 

Gef. ,, 40,17 ,, 5,29 ,, 22,19 » 1,66 


Dihydrochlorid. Das Monopikrat wurde in Methylalkohol durch: 
Einleiten von Salzsiure und Fiillen mit Ather in das salzsaure Salz iiber- 
gefiihrt. Nach mehrmaligem Umfillen aus Methylalkohol-Ather wurde 
zuletzt aus wenig Wasser krystallisiert. Ks sind glasige Prismen, die sicl) 
bei 212° unter Aufschiumen farblos zersetzen, weitere Gasentwicklung 
unter Braunfirbung tritt erst bei 250° ein. Leicht léslich in Methy!- und 
Athylalkohol, sehr leicht in Wasser. 


4,979 mg Subst.: 6,810 mg CO,, 3,550 mg H,O. — 3,416 mg Subst.: 
0,565 com N, (23,5°, 756 mm). — 0,01246 g geben nach van Slyke 
0,05 ccm N (23°, 719mm). — 0,0140 g kein O-Methyl, 0,0452 g AgJ. — 
0,12463 g Subst.: 0,1240 g AgCl. 


Argininbetaindihydrochlorid C,H,,N,Cl,O0, (289,1) 
Ber. C 37,39 H 7,67 N 19,38 Cl 24,54 NH, 0 3CH,/N 15,58 
Geof, , 8788 , 190 , eM .,, 2463 a » 19,85. 


Gegen Siurehydrolyse ist das Argininbetain sehr bestindig. 

Monohydrochlorid. Es wurde dargestellt, wie oben angegeben, 
durch Neutralisieren des Dihydrochlorids mit Natronlauge. Zersetzungs- 
punkt 240°. Auch sonst zeigt es keine Unterschiede in den Eigenschaften 
und Analysenzahlen gegeniiber dem oben beschriebenen. 

Dipikrat. Dieses wird erhalten durch Fillung mit iiberschiissiger 
Pikrinsiure aus dem zerlegten Phosphorwolframsiureniederschlag. Zum 
Vergleich stellten wir es auch aus dem Dihydrochlorid dar. Die Eigen 
schaften waren dieselben, feine Nadeln, die sich sehr schwer in Wasser 
lésen, bei 170° sintern und sich bei 180° zersetzen. 
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4,529 mg Subst.: 6,230 mg CO,, 1,560 mg H,O. — 3,185 mg Subst.: 
0,574 com Ng (24°, 756 mm). — 0,0218 g kein O-Methyl und 0,0196 g AgJ. 

Argininbetaindipikrat C,,H.,N,.0,,_ (674,3) 

Ber. C 37,40 H 3,88 N 20,78 2CH,N 4,46 3CH,/N 6,68 

Gef. ,, 37,50 ,, 3,86 ,, 20,61 »  d,74 


Diflavianat. Wir stellten es aus dem Dihydrochlorid durch Zugabe 
yon iberschiissiger Flaviansiure dar. 

Das Rohprodukt zeigte einen Zersetzungspunkt von 190° Beim 
Umkrystallisieren konnten wir 2 Flavianate gewinnen, von denen sich das 
eine bei 260° zersetzt (Diflavianat) und das andere bei 200° sintert und 
sich bei 222° zersetzt (Monoflavianat). Das Diflavianat krystallisiert aus 
Wasser meist in harten Prismen. 


4,945 mg Subst.: 7,480 mg CO,, 1,690 mg H,O. — 5,035 mg Subst.: 
0,576 cem N, (23°, 748 mm). — 12,380 mg Subst.: 7,030 mg BaSQ,. 
Argininbetaindiflavianat C,,H,.N,0,,8, (844,4) 
Ber. C 41,22 H3,82 N 13,27 S 7,59 
Gef. ,, 41,26 ,, 3,82 ,, 12,98  ,, 7,80. 


Monoflavianat. Zersetzungsp. 222°, ist etwas leichter léslich in 
Wasser und krystallisiert daraus in harten langen Nadeln. 


1,903 mg Subst.: 2,960 mg CO,, 0,870 mg H,O. — 4,385 mg Subst.: 
),608 cem N, (22°, 742 mm). 
Argininbetainmonoflavianat C,,H,,N,0, 98 (530,3) 
Ber. C 42,95 H 4,94 N 15,86 Gef. C 42,41 H 5,11 N 15,66. 


Zimmermann gibt fiir das Argininbetaindiflavianat den Zersetzungs- 
punkt 190° an. Vermutlich war es ein Gemisch von Mono- und Diflavianat. 

Monobenzoylargininbetainhydrochlorid. Wir methylierten 
wie gew6hnlich. Nach Beendigung der Reaktion wurde neutralisiert, sehr 
stark eingeengt, mit Alkohol aufgenommen und durch wiederholte frak- 
tionierte Krystallisation die Hauptmenge von monomethylschwefelsaurem 
Natrium, das in Alkohol schwerer lislich ist entfernt. Den iibrigbleiben- 
den Sirup von methylierten Produkten benzoylierten wir ohne weitere 
Reinigung iiber das Pikrat nach Schotten-Baumann. Beim Einengen in 
schwach saurer Lésung erhielten wir das Benzoylbetain. Es kommt aus 
Wasser umkrystallisiert in Nadeln, die sich in Wasser und Alkohol ver- 
hiltnismaBig leicht lésen, Salzsiiure und Krystallwasser enthalten das bei 
118° abgegeben wird. Das getrocknete Priparat sintert bei 178° zusammen 
und zersetzt sich unter Gasentwicklung, jedoch ohne Verfirbung bei 205°. 
Beim Trocknen zur Gewichtskonstanz verlieren 0,1856 g, 0,0130 g an 
Gewicht. 


4,770 mg Subst.: 9,420 mg CO,, 3,140 mg H,O. — 10,210 mg Subst.: 
3,940 mg AgCl. — 0,15312 g Subst.: 17,00 cem 0,1 n-HCl (Kjeldahl). 
Monobenzoylargininbetainhydrochlorid C,,H,,N,O,Cl (356,7) 
Ber. C 53,80 H 7,06 N 15,71 C19,94 1,5H,O 7,06 
Gef. ,, 53,86 ,, 7,34 ,, 15,55 ,, 9,55 ~ ea 
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Die Hydrolyse mit Salzsiure ergab Argininbetain und Benzoesiiure 
Letztere wurde ausgeithert und gewogen, wobei 1 g Substanz 0,3324, 
Benzoesiiure lieferten = 33,24°/,, ber. 34,32°/, fiir eine Benzoesiure. De 
Zersetzungspunkt des Argininbetaindihydrochlorids war 212°. Gef. N 19,14, 
Cl 24,44. Das Benzoylargininbetain gibt eine sehr starke Sakaguclj. 
reaktion, wiihrend siimtliche beschriebenen salzsauren Salze diese nur gan; 
schwach zeigen. 

Gegen Siiurespaltung ist das Betain auffallend widerstandsfihig, 
6 stiindiges Kochen mit konzentrierter Salzsiiure liefert quantitativ da; 
Ausgangsmaterial wieder, ja es krystallisiert dann viel rascher und schéner, 
vermutlich weil auch die letzten Reste von Methylargininbetain in das ein. 
fache Betain iibergefiihrt wurden. 

Nach Abtrennung des Benzoylproduktes engten wir zur Trockne 
ein und konnten nunmehr mit Alkohol Argininbetainmonochlorid gewinnen, 
Simtliche Restmutterlaugen wurden vereinigt und mit einem Uberschu! 
von Pikrinsiiure versetzt. Es fiel das Dipikrat vom Zersetzungsp. 140° 
(getrocknet 165°), das oben schon beschrieben ist und Methylargininbetain. 
dipikrat darstellt. 


Aktives Argininbetain. Monopikrat. Nach Abtrennung des oben 
beschriebenen inaktiven Monopikrats wurde beim Einengen der Mutterlauge 
in feinen Nadeln ein Pikrat gewonnen, das nach wiederholtem Umkrystalli. 
sieren aus Wasser bei 205° zusammensintert und sich bei 225° zersetzt. 
Es ist das aktive Argininbetainmonopikrat, das in Wasser leichter ldslich 
ist als das inaktive und so durch fraktionierte Krystallisation erhalten 
werden kann. 


5,022 mg Subst.: 7,420 mg CO,, 2,440 mg H,O. — 4,868 mg Subst.: 
0,9545 eem N, (17°, 714 mm). — 0,0506 ¢ Subst.: kein O-Methyl und 
0,0573 g AgJ. 

Ber. wie beim inaktiven. 
Gef. C 40,29 H 5,44 N 21,74 CH,/N 7,27. 


Dihydrochlorid. Gewinnung aus dem Monopikrat wie immer. 
Der Zersetzungsp. ist 205°. Sonst zeigt es dieselben Eigenschaften wie das 


25+ ' . 
inaktive Dihydrochlorid. Drehung op = —— =-+6,25° in wiiBriger 
Lésung. ~ 

5,153 mg Subst.: 7,185 mg CO,, 3,57 mg H,O. — 3,233 mg Subst.: 
0,538 cem N, (23°, 756mm). — 0,12706 g Subst.: 8,8 cem 0,1 n-AgNO, 


(Volhard). — 0,12760 g Subst. geben nach van Slyke 0,1 cem N (24°, 
717 mm). — 0,0196 g Subst.: kein O-CH, und 0,0542 g AgJ. 


Ber. wie beim inaktiven. 
Gef. C 37,75 H 7,76 N 19,09 Cl 24,60 N/NH, 0 CH,/N 17,9. 


Dipikrat. Aus Dihydrochlorid mit iiberschiissiger Pikrinsiure dar- 
gestellt bildet lange Prismen oder Nadeln, die bei etwa 140° schmelzen 
und sich bei 165° zersetzen. Es ist viel weniger charakteristisch als wie 
das Monopikrat und das Diflavianat, da der Zersetzungspunkt nicht sebr 
scharf ist, eine Eigenschaft, die wir bei Dipikraten von Arginin und seinen 
Derivaten meistens wahrgenommen haben. 
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Diflavianat. Aus Dihydrochlorid, 3 mal aus flaviansiurehaltigem 
Wasser umkrystallisiert, zersetzt sich bei 245°. Es sind hellgelbe zu Drusen 
angeordnete Nadeln, die sich analog dem aktiven Monopikrat ebenfalls 
etwas leichter in Wasser lésen wie das inaktive. 


Barytspaltung. Wie schon erwihnt, erhielten wir bei der Baryt- 
spaltung meist Ornithin- und Citrullinbetain nebeneinander. 2 mal konnten 
wir nur Ornithinbetain und einmal nur Citrullinbetain isolieren, womit 
aber nicht feststeht, ob uns nicht geringe Mengen von dem jeweils nicht 
gefundenen Betain entgangen sind. Eine scharfe Angabe, unter welchen 
Bedingungen nur das eine von beiden Betainen entsteht, kénnen wir noch 
nicht machen, insbesondere weil das Citrullinbetain ja sekundir auch in 
das Ornithinbetain bei liingerem Kochen mit Baryt iibergeht. Ausschlag- 
gebend fiir die Richtung der Spaltung sind unseres Erachtens einmal die 
Anzah] der Methyle im Arginin, dann die Konzentration von Baryt, die 
Temperatur und die Dauer der Spaltung. Es hat den Anschein, als ob 
das Arginin mit 4 Methylgruppen leichter in Citrullinbetain tibergeht und 
schwach gesittigtes Baryt und niedrige Temperatur die Spaltung in diesem 
Sinne begiinstigt. Ganz reines Argininbetain, insbesondere mit stark kon- 
zentriertem Baryt scheint vorzugsweise Ornithinbetain zu liefern. Da wir 
aber in der Mehrzahl beide Betaine nebeneinander isolieren konnten, be- 
schreiben wir zunichst nur die Eigenschaften und die Isolierung dieser 
beiden Korper. 

Wir verwendeten meistens zu Barytspaltung die salzsauren Salze. 
Nach Beendigung der Hydrolyse wird iiberschiissiges Baryt mit CO, ent- 
fernt, stark eingeengt, mit Alkohol verrieben und mit iiberschiissiger Pikrin- 
siure versetzt. Der Krystallbrei wird mit Alkohol gewaschen, in Wasser 
suspendiert und auf etwa 70° erwirmt. Dabei bleibt das Citrullinmono- 
pikrat in der Hauptsache ungelést, wihrend das Ornithinbetaindipikrat als 
Doppelsalz mit Bariumpikrat in Lésung geht und beim Erkalten fast 
quantitativ wieder ausfallt. Einmaliges Umkrystallisieren aus Wasser ge- 
niigt meist um beide Pikrate analysenrein zu erhalten. Diese Isolierung 
ist am bequemsten und liefert fast quantitative Ausbeute. 

Ornithinbetaindipikrat-Bariumpikrat. Es sintert bei etwa 
180° und zersetzt sich bei 222° unter Schwarzfirbung und Gasentwicklung. 
Es ist in heiBem Wasser leicht, in kaltem schwer, in Alkohol sehr schwer 
léslich. 

C-H-Bestimmung konnte nicht verwertet werden, da die Substanz 
explodierte. 

13,160, 10,780 mg Subst.: 2,530, 2,030 mg Bariumsulfat. — 4,650 mg 
Subst.: 0,663 ecm N, (22°, 752 mm). 

Ornithinbetaindipikrat-Bariumpikrat C,,.H,,N,,03,Ba (1225,7). 

Ber. N 16,0 Ba 11,21 
Gef. ,, 16,32 » 11,82, 11,19. 


Es handelt sich hier um eine Verbindung, die dem Kreatininpikrat- 
Kaliumpikrat analog ist. 

Ornithinbetainmonohydrochlorid. Bei der iiblichen Umwand- 
lung in das Hydrochlorid durch Verestern mit Methylalkohol und Salzséure 
wurde zunichst Bariumchlorid isoliert und durch die iiblichen Reaktionen 
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auf Barium identifiziert. Im Filtrat wurde durch Fallung mit Ather aus 
Salzsiure Ornithinbetain gewonnen. Es wurde noch 2 mal aus Methy). 
alkohol-Ather umgefallt, mit Wasser aufgenommen, mit Tierkohle entfirbt, 
Ammoniak zugegeben und eingeengt. 2mal aus Alkohol umkrystallisier: 
zersetzen sich die meisten zu Drusen angeordneten Prismen bei 255°, 
Leicht léslich in Wasser, schwer in Alkohol. 


4,650 mg Subst.: 7,780 mg CO,, 3,830 mg H,O. — 4,120 mg Subst.. 
0,480 ccm N, (23°, 754 mm). — 11,160 mg Subst.: 7,750 mg AgCl. — 0,0338 ¢ 
geben nach van Slyke 1,75 cem N, (19°, 723 mm) nach 10 Minuten 
Schiitteln. 


Ornithinbetainmonohydrochlorid C,H,,N,O,Cl (210,6). 
er. C 45,58 H9,09 N 13,30 Cl 16,84 N/NH, v. Gs.-N 50,0 
Gef. », 49,62 »» 9,21 » 13,38 » 17,18 ” ” ” 43,90. 


Ornithinbetaindipikrat. Geht man vom schwefelsauren Salz aus 
und beseitigt nach der Hydrolyse das Barium mit Schwefelsiure, so erhiilt 
man nach Abtrennung des Citrullinbetainpikrats beim Einengen das Orni- 
thinbetaindipikrat. Aus Wasser von 70° umkrystallisiert erhielten wir es 
mit Krystallwasser, bei 110° sintert es und bei 130° tritt Zersetzung ein. 
Im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 50—60° zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet verloren 9,270 mg Substanz 0,390 mg an Gewicht. 


8,880 mg Subst.: 12,4 mg CO,, 3,190 mg H,O. — 5,290 mg Subst.: 
0,824 com N, (23°, 759 mm). 


Ornithinbetaindipikrat C,,H,,N,O,,_ (632,25) 
Ber. C 37,96 H 3,83 N 11,74 11), H,0 4,09 
Gef. ,, 38,08 ,, 402 ,, 17,94 » “eet 


Der Unterschied im Zersetzungspunkt von dem von Zimmermann 
beschriebenen Dipikrat ist sicherlich nur durch den verschiedenen Krystall- 
wassergehalt bedingt. Wir verwandelten es in iiblicher Weise in das 
Monohydrochlorid. Es zeigte den gleichen Zersetzungspunkt, Mischschmelz- 
punkt war nicht deprimiert, auch die Analysenzahlen stimmten iiberein. 


Gingen wir vom salzsauren Salz aus und gaben nach der Hydrolyse 
vorsichtig tropfenweise verdiinnte Schwefelsiiure zu (nach wiederholtem 
Abfiltrieren von Bariumsulfat) bis kein Niederschlag mehr entstand, so 
konnten wir nach Abtrennung des Citrullinbetainpikrats beide Pikrate 
nebeneinander isolieren. Das spricht dafiir, daB Ornithinbetain sehr leicht 
Doppelsalze bildet bzw. Komplexsalzbildung eingeht, wobei das Barium 
nicht immer ionogen gebunden scheint. Es ist sehr wahrscheinlich, dai 
auch Calcium gleichgeartete Verbindungen liefert, und sich solcher beim 
Transport im Organismus bedient; denn bekanntlich lat sich auch hier 
nicht alles Calcium als Calciumoxalat isolieren. 


Citrullinbetainmonopikrat. Es fillt in harten rautenformigen 
Krystallen aus, die an Ornithindipikrat erinnern. Bei 195° sintern sie 
etwas zusammen und zersetzen sich bei 206°. In Wasser und Alkohol 
sehr schwer léslich. Beim Trocknen zur Gewichtskonstanz trat kein Ge- 
wichtsverlust ein. 


set 








er aus 
Methy).- 
atfirbt, 
ullisiert 
| 255°, 


Subst, : 
0338 ¢ 
inutey 


50,0 
43,50, 


Iz aus 
erhiilt 
Orni- 
Wir es 
g ein. 
1Z ge- 


ubst.: 


lann 
stall- 
das 
melz- 
in. 
olyse 
tem 
> 80 
crate 
eicht 
rium 
dab 
peim 


hier 


igen 

sie 
ohol 
Ge- 





Uber die Methylierung von Arginin. 89 


4,479, 5,346 mg Subst.: 6,590, 7,880 mg CO,, 1,950, 2,320 mg H,O. — 


| 4,047, 4,505 mg Subst.: 0,666 (24°, 749 mm), 0,7669 (18°, 709 mm) cem N,. — 
0,0453 g Subst.: 0,0402 g AgJ (Zeisel). 


Citrullinbetainmonopikrat C,;H,.N,0,) (446,2). 


Ber. C 40,35 H 4,96 N 18,83 2CH,/N 6,72 3CH,/N 10,07 
Gef. ,, 40,18, 40,20 ,, 4,87, 4,86 ,, 18,64, 18,63 ,, 5,67 at 


Citrullinbetainmonohydrochlorid. Das Pikrat wurde in Methyl- 


| alkohol suspendiert, 2 mal verestert und jedesmal mit Ather gefillt. Es 
_ wurde 2mal aus Methylalkohol umkrystallisiert. Der Zersetzungspunkt 
_ liegt bei 185°. Es sind Prismen und Nadeln, die sich sehr leicht in Wasser, 
schwer in kaltem Methylalkohol, leicht in heiBem lésen. Beim Trocknen 
zur Gewichtskonstanz keine Abnahme. 


5,570 mg Subst.: 8,660 mg CO,, 3,930 mg H,O. — 3,885 mg Subst.: 
0,557 cem N, (22°, 750 mm), — 4,484 mg Subst.: 2,510 mg AgCl. — 0,050 g 


geben nach van Slyke 1,7 cem N, (20°, 710mm). — Die Bestimmung 
nach Zeisel ergab kein O-Methy]. 


Citrullinbetainmonohydrochlorid C,H,,.N,0,C1 (253,6). 
Ber. C 42,58 H7,95 N 1657 113,98  1N/NH, 33,33 
Gef. ,, 42,39 ,, 7,90 ,, 16,37 ,, 13,85 » «20,80. 


Citrullinbetainmonoflavianat. Dargestellt aus dem Hydro- 
chlorid und einem Uberschu8 von Flaviansiiure; hellgelbe Nadeln, Zer- 
setzungsp. 218° (aus Wasser umkrystallisiert). 


3,907 mg Subst.: 6,110 mg CO,, 1,74 mg H,O. — 3,487 mg Subst.: 
(),407 cem N, (18°, 719 mm). — 14,210 mg Subst.: 6,080 mg BaSO,. 
Citrullinbetainmonoflavianat C,,H,;N;0,,8 (31,3). 
Ber. C 42,90 H4,74 N 13,15  S 6,02 
Gef. ,, 42,80 ,, 5,00 ,, 12,95 ,, 5,88. 


Auffallenderweise ist das Citrullinbetain gegen Siurehydrolyse sehr 
bestiindig. Nach 4 stiindigem Kochen mit konzentrierter HCl konnten wir 
das verwendete Ausgangsmaterial quantitativ wieder zuriickgewinnen. Auch 
gegen Kochen mit Bariumhydroxyd ist es relativ widerstandsfihig. Nach 
3stiindigem Kochen mit einer bei 70° gesittigten Barytlésung konnten wir 
es zur Hilfte unveriindert zuriickgewinnen, wihrend die andere Hiilfte in 
das Ornithinbetain iibergegangen war, das als Ornithinbetaindipikrat—Barium- 
pikrat isoliert und als Monohydrochlorid identifiziert wurde. 


Uberfiihrung in das Ornithinbetain durch AgNO,. 400 mg 
salzsaures Citrullinbetain wurde mit 350mg AgNO,, 16,5 cem n/10-HCl 
und 50 eem Wasser gekocht bis die Gasentwicklung aufhérte. Die ent- 
weichenden Gase wurden in Kalkmilch aufgefangen und das CaCO, ge- 
wogen. Gefunden wurden 0,1403 g, berechnet fiir 1CO, 0,1584 g. Die 
Mutterlauge vom AgCl wurde zum Sirup eingeengt und mit Alkohol ver- 
rieben. Es krystallisierten Nadeln, die bei 235° sinterten und sich bei 240° 
zersetzten. Nach einmaligem Umkrystallisieren trat darin keine Anderung 
ein. Sie sind leicht léslich in Wasser, sehr schwer in 90°/,igem Alkohol. 
Die Substanz ist etwas hygroskopisch. Unter dem Mikroskop erscheinen 
die Krystalle als véllig einheitlich. 
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4,011 mg Subst.: 6,280 mg CO,, 3,01 mg H,O. — 2,599 mg Subst, 
0,357 cem N, (20°, 722 mm). — 3,686, 3,042 mg Subst.: 1,21, 1,01 mg Ag() 


Mischkrystalle von 1 salzsaurem und 1 salpetersaurem Ornithinbetaiy 
O,¢H,,0,Cl (447,8) 

Ber. C 42,85 H 8,55 N 15,62 Cl 7,92 

Gef. ,, 42,68  ,, 840 ., 15,30 ,, 8,13, 8,19. 


Bei nochmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol dndert sich der Zer. 
setzungspunkt iiberhaupt nicht, wohl aber das stéchiometrische Verhiiltni; 
zwischen salzsaurem und salpetersaurem Salz. Auch hier waren die Kry 
stalle unter dem Mikroskop viéllig einheitlich. 


4,415 mg Subst.: 6,730 mg CO,, 3,290 mg H,O. — 12,450 mg Subst.: 
2,040 mg AgCl. — 4,005 mg Subst.: 0,586 cem N, (20°, 745 mm). 


3 salpetersaures Ornithinbetain und ein salzsaures Ornithinbetain 


C,.H,,N,,0,,Cl (922,15) Ber. C 41,65 H 8,30 N 16,70 Cl 3,85 
Gef. ,, 41,58 ,, 8,34 ,, 16,60 ,, 4,05. 


Ks ist sehr auffallend, wie leicht das Ornithinbetain Doppelsalze und 
Mischkrystalle bildet. — Durch Zugabe iiberschiissiger Salzsiure und Ein. 
engen erhielten wir schlieBlich nach NH,-Zugabe auf die iibliche Weise 
das Ornithinbetainmonohydrochlorid, das sich in keiner Weise von einem 
anders gewonnenen unterscheidet. Auch stellten wir das Diflavianat dar, 
das vollig identisch ist mit einem, das aus dem Omithinbetaindipikrat- 
Bariumpikrat hergestellt war. 


5,314 mg Subst.: 8,060 mg CO,, 1,840 mg H,O. — 4,310 mg Subst.: 
0,401 cem N, (21°, 742 mm). — 9,750 mg Subst.: 5,670 BaSQ,. 


Ornithinbetaindiflavianat 
C.3Hs9Ng0,,8, (802,41) Ber. C 41,80 H 3,77 N 10,48 5S 8,00 
Gef. ,, 41,86 ,, 3,87 ,, 10,54 ,, 7,99. 


Es krystallisiert in hellgelben Krystallen, die aus Wasser umkry- 
stallisiert sich bei 260° zersetzen. Zimmermann gibt 240° an. 

a-Monobenzoylarginin lieB sich auf diese Art nicht methylieren, 
vielleicht deswegen, weil es in Alkali schwer ldslich ist. 

Die Methylierung von Dibenzoylarginin gelang ebenfalls nicht. 


Methylierung der Argininsdure. 50g Argininchlorhydrat wurden 
nach K. Felix und H. Miller’) mit 1 Mol Silbernitrit umgesetzt, mit Salz- 
siiure angesiiuert, verkocht und das ausgefallene Chlorsilber abfiltriert. Die 
so erhaltene Lésung von Argininsiure wurde direkt mit 200 g Dimethyl. 
sulfat methyliert und das Phosphorwolframat in das Carbonat iibergefiihrt. 
Kin Teil der Lésung wurde mit Flaviansiure gefillt. Das in Rauten 
krystallisierende Flavianat wurde aus Alkohol—Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzp. 238°. 


4,050 mg Subst.: 6,195 mg CO,, 1,510 mg H,O. — 382,70 mg Subst.: 
21,765 mg AgJ. 
Dimethylargininsiureflavianat 
C,gH,,0,,N;S (517,383) Ber. C 41,75 H 4,48 CH,/N 5,80 
o—. , 478 , O17 » £26. 
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Uber die Methylierung von Arginin. 9] 


Ein anderer Teil der Lésung wurde mit Pikrinsiure gefallt und das 
erhaltene Pikrat aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 150°. 


4,460 mg Subst.: 6,350 mg CO,, 1,840 mg H,O. — 22,07 mg Subst.: 
19,62 mg AgJ. 
Dimethylargininsiurepikrat 
C,,H,,0;oN, (432,2) Ber. C 38,86 H 4,64 CH,/N 6,95 
Gef. ,, 38,83 ,, 4,62 » 5,69. 


Versuche zur Ortsbestimmung der Methylgruppen. I. 20 ccm 
der Lisung (mit 0,55 g N) wurden mit 200 ccm kalt gesiittigter Barytlisung 
3 Stunden gekocht, das Barium mit Kohlensiiure ausgefillt und stark 
eingeengt. Nach Anreiben mit konzentrierter Salpetersiiure krystallisierte 
ein Salz aus, das aus verdiinnter Salpetersiiure umkrystallisiert wurde. 
Schmelzp. 164° (unter Zers.). 


3,930 mg Subst.: 1,450 mg CO,, 1,415 mg H,O. — 4,035 mg Subst.: 
1,1540 ccm Ny, (22°, 7227 mm). — 12,30 mg Subst.: 0 mg AgJ. 


Harnstoffnitrat 
CH,0,N, (123,06) Ber. C 9,76 H 4,06 N 34,18 
Get. ,, 10,06 ,, 4,03 ,, 31,66. 


II. 20 cem der Lésung wurden mit einer Lésung von 5,8 g Barium- 
permanganat in 100 cem Wasser 2 Stunden bei 35° gehalten und dann noch 
1 Stunde am Wasserbad erhitzt. Dann wurde vom Braunstein abfiltriert, 
das geléste Barium mit CO, ausgefallt und nach dem Einengen mit Pikrin- 
siure gefallt. Das Pikrat schmolz bei 312° und lieferte bei der Methyl- 
imidbestimmung kein AgJ. Es wurde noch mit Salzsiiure zerlegt und in 
das Goldsalz iibergefiihrt. Dieses schmolz nach dem Umkrystallisieren aus 
verdiinnter Salzsiiure bei 280°. Es handelte sich also um Guanidin. Frei- 
lich wurde zu den beiden Bestimmungen das Reaktionsgemisch direkt nach 
der Methylierung verwendet, so da wir diese Ergebnisse mit einem ge- 
wissen Vorbehalt bringen wollen; denn darnach wiren auch hier die 
Methylgruppen hydrolytisch abgespalten worden. 

Methylierung von Nitroarginin. 4g Nitroarginin wurden in stark 
verdiinnter NaOH gelést und in der beschriebenen Weise mit 40g Di- 
methylsulfat methyliert und iiber das Phosphorwolframat in das Carbonat 
iibergefiihrt. Da kein Flavianat und ein nur sehr schlecht krystallisieren- 
des Pikrat zu erhalten war, wurde das Goldsalz durch starkes Einengen 
der salzsauren Lésung mit AuCl, hergestellt. Es schmolz nach Umkry- 
stallisieren aus verdiinnter Salzsiure bei 290°. 


4,120, 4,225 mg Subst.: 2,010, 2,075 mg CO,, 1,053, 1,061 mg H,O, 
1,866 Au. — 3,900 mg Subst.: 0,1593 cem N, (25°, 720 mm). 
Methylcitrullinbetainchloraurat (?) C,,H.,0,;N,Au,Cl, (911,3) 
Ber. C 13,17 H 2,54 N 4,61 Au 43,28 
Gef. ,, 13,31, 18,28 ,, 286,281 ,, 4,43 ,, 44,36 


Literatur. 
i. Diese Z. 107, 52 (1919); 108, 287 (1919/20); 110, 153 (1920). 
2. Diese Z. 146, 108 (1925). 3. Diese Z. 219, 207 (1933). 
4, Diese Z. 202, 192 (19381). 5. Diese Z. 174, 113 (1928). 


Uber Nucleoproteide der Fisch-Testikel. 


Von 


Hans vy. Euler und Gerhard Schmidt. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Mirz 1934.) 


Die Problemstellung der vorliegenden Arbeit schlieBt sich 
an entwicklungschemische Untersuchungen aus diesem Institut an, 
welche Chlorophyll-Mutanten vom Albina-Typus betreffen). Das 
Beispiel chlorophylldefekter Mutanten — ein Fall, bei welchem 
eine mendelnde EKigenschaft chemisch qualitativ und quantitatiy 
definiert ist — kann auf zwei Wegen angegriffen werden. Wir 
haben zunichst versucht festzustellen, welche Substanzen in den 
Organen unserer Gersten-Mutanten zugleich mit dem Chlorophy! 
mendeln. Dabei hat sich ergeben, daB dies beziiglich der Por- 
phyrinderivate und der Carotinoide der Fall ist, welche ja dem 
Chlorophyll bzw. seinem Alkohol, dem Phytol, nahestehen. Unter- 
schiede zwischen den weiBen und griinen Mutanten hinsichtlich 
friherer Kntwicklungsstadien des Chlorophylls konnten bisher 
noch nicht nachgewiesen werden. Neuere Untersuchungen von 
Kuler und Bengt Bergman’) haben aber gezeigt, da die 
Unterschiede zwischen den genannten Mutanten bereits in den 
Chromatophoren zum Ausdruck kommen, so daB sich der ein- 
geschlagene Weg zur Verfolgung des Entwicklungsganges des 
Chlorophylls als sehr schwierig erweist. 

Der eine von uns (H. v. E.) hat auch bereits friiher die Még- 
lichkeit besprochen, die erwiihnten entwicklungschemischen Studien 
bei den Chromosomen einzusetzen und durch Mikromethoden 
(zunichst durch Farbemethoden) eine chemische Charakterisierung 
derselben anzubahnen. 


‘) Zusammenfassungen: Euler, Hereditas 13, 61 (1929); Euler, 
Forssberg, Runehjelm-Burstrém u. Hellstrém, Z. ind. Abst. u. 
Vererb.-Lehre 59, 131 (1931); vgl. auch Euler u. Hellstrém, Diese Z. 
208, 43 u. 217, 23 (1933). 

?) Ber. bot. Ges. 51, 283 (1933). 
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Man hat seit lingerer Zeit erkannt, dab Beziehungen be- 


stehen miissen zwischen der Zusammensetzung der Chromosomen 
und derjenigen der Spermatozoenképfe; die Einsicht in diese Be- 
ziehungen ist aber unseres Wissens bis jetzt nicht wesentlich 
weiter gegangen, als da®& in beiden Fiillen Nucleinsiuren einen 


charakteristischen Bestandteil des Gebildes ausmachen. Fir 


spiitere mikrochemische Studien an Chromosomen sollten an dem 
jeichter zugiinglichen Material der Fisch-Testikel Erfahrungen 
F ccsammelt werden. 


In der vorliegenden Arbeit wollen wir also mit dem Versuch 
beginnen, Nucleoproteide in kleinen Gewebsmengen mit Hilfe von 


| Mikromethoden zu charakterisieren und ihre Veriinderungen bei 
yerschiedenen Funktionszustinden der Gewebe zu_ verfolgen. 
Durch die Bestimmung des Verhiiltnisses Purin-N zu Nuclein-P 
'in den einzelnen Nucleoproteidfraktionen wollen wir die Natur 
‘der Nucleinsiiurekomponente, durch die Bestimmung des Ver- 


hiltnisses Nuclein-P:Gesamt-N die relative GréBe der Eiweib- 


komponente erfassen. 
Um methodisch sichere Grundlagen zu gewinnen, haben wir 


‘unsere Versuche zuniichst an Fisch-Testikeln angestellt, da die 


Verhiltnisse in diesem Organ vor allem durch die Untersuchungen 


'der Kosselschen Schule chemisch am besten erforscht sind. 


Versuche. 
1. Abwesenheit von Phosphoproteiden im Testikel. 


Da eine priparative Abtrennung der Phosphoproteide von 
den Nucleoproteiden zur Zeit nicht méglich ist, mubte analytisch 
bestimmt werden, wieviel Phosphoproteid-P den Nucleoproteid- 
fraktionen beigemengt war. Eine analytische Trennung ist nim- 
lich méglich durch die von Plimmer’) entdeckte und spiter vor 
allem von Rimington?) bestitigte Alkalilabilitat der Phospho- 
proteide. Durch 24stiindige Behandlung mit 1°/,iger Natron- 
lauge bei 837° wird siimtlicher Phosphor aus den Phosphoproteiden 
als anorganisches Phosphat abgespalten, withrend Nucleinsiuren 
unter diesen Bedingungen nicht in ‘hnlicher Weise zersetzt 
werden. Diese Eigenschaft der Phosphoproteide ist schon von 
Needham’) bei der Ausarbeitung seiner Methode zur Bestimmung 


1) Biochemic. Journ. 7, 44 (1913). 
*) Biochemic. Journ. 20, 277 (1926). 
5) J. of exper. Biol. 7, 317 (1931). 
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des Nucleoproteidphosphors verwertet worden. Wiahrend diese; 
Autor mit Hilfe der Alkalispaltung den Phosphoproteid-P ay; 
dem Reaktionsgemisch entfernt, haben wir eine Methode aus. 
gearbeitet, die aus EiweiBkérpern mit Hilfe von Alkali in Freiheit 
gesetzte anorganische Phosphorsiiure, also den Phosphoproteid-P 
zu bestimmen. 


Bestimmung des Phosphoproteid—Phosphors. 


Das Prinzip der Bestimmung ist sehr einfach: Nach Extrak- 
tion des anorganischen und siiureléslichen Phosphors mit Tri- 
chloressigsiure und des Lipoidphosphors mit Alkohol und Ather 
wird das Gewebspulver in 1°/,ige Natronlauge gebracht, in der 
es sich schnell ziemlich vollstiindig lést, nach 24 stiindigem Stehen 
bei 37° enteiwei®t und im Filtrat die gebildete anorganische 
Phosphorsiiure nach Embden bestimmt. 

Technisch ist vor allem zu beachten, daB die siureldslichen 
Phosphate vor den Lipoiden extrahiert werden miissen. Behandelt 
man nimlich das Gewebe mit Alkohol und Ather, so wird ein 
Teil des siéureléslichen P so fest in das Gewebspulver ein- 
geschlossen, daS man mit Trichloressigsiure nie eine Vvillige 
Extraktion erreicht. Wir haben sogar, um die Extraktion des 
siureléslichen Phosphors zu erleichtern, der Trichloressigsiiure- 
behandlung eine mehrstiindige Maceration des Gewebes mit 
0,5°/,igem Ammoniak vorangehen lassen, wobei keine merkliche 
Phosphorabspaltung aus den Phosphoproteiden stattfindet. 

Im einzelnen gestaltete sich die Durchfiihrung der Methode 
folgendermaBen: Etwa 10 g zerkleinertes Gewebe werden in vor- 
gewogene Erlenmeyerkolben mit 50 ccm 0,5°/,igem Ammoniak 
gebracht. . 

Nach Zuriickwigung wird kriftig umgeschiittelt und unter 
wiederholtem Schiitteln bei Zimmertemperatur 4 Stunden stehen- 
gelassen. Dann wird mit Schwefelsiiure abgestumpft und mit Tn- 
chloressigsiure gefillt. Man lift mehrere Stunden, eventuell 
iiber Nacht, im Eisschrank stehen und zentrifugiert scharf ab. 
Der Riickstand wird sorgfiltig in einer Reibschale mit etwas 
5°/,iger Trichloressigsiure zu einer feinen Suspension verrieben, 
was infolge der vorangegangenen Maceration mit Ammoniak selir 
leicht geht. Man zentrifugiert wieder, verriihrt den Riickstand 
mit etwa 30 ccm 2°/, iger Trichloressigsiure, laBt wiederum einige 
Stunden im Eisschrank stehen und wiederholt dieses Verfahren 
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(jedoch ohne das Verreiben in der Schale) 2—3 mal, bis das 


entrifagat mit dem Embdenschen Reagens keine Some einer 
| Tribung mehr zeigt. Der Riickstand wird nun einmal mit Methy!- 
' alkohol verrieben und zentrifugiert und dann mit Methylalkohol 


aufgekocht. Nach abermaligem Zentrifugieren extrahiert man im 


) Soxhlet mehrere Stunden mit Ather, trocknet den Riickstand im 
- Vakuum und bringt ihn dann in 30—40 ccm 1°/,ige Natronlauge. 
| Man liBt 24 Stunden bei 37° stehen, enteiweiBt mit Trichlor- 
| essigsiure und bestimmt im Filtrat die anorganische Phosphor- 


siure nach Embden. 


Zur Kontrolle der Methode wurde 0,05 g Casein nach Hammarsten 


_ derselben Behandlung unterworfen. Es wurden 1,41 mg Phosphorsiiure 


abgespalten. Die Veraschung eines aliquoten Teiles der gleichen Casein- 


| lisung ergab, daB in 0,05 g des Priiparats 1,48 mg Phosphorsiiure ent- 
 halten war. 


Phosphoproteid-P-Gehalt einiger erwachsener und wachsender 
Gewebe (bezogen auf Frischgewicht). 








Nr. mg Vo 
1 Rattenleber (erwachsen) ......... 14,7 
ie ele ss Se ee eee 12,3 
3 Rattenembry onen "(4 Amniostliissigkeit) . . 15,7 
4 Tee eee ee 18,4 
5 Lebercarcinommetastase ..... . arse 5,9 
6 Hechttestikel (unreif) .......... 14,5*) 
7 - RE tele to in dd 16,8 





*) GréBenordnung der Nucleinphosphorsiure 1500 mg-°,,. 


Man sieht, daf der Phosphoproteid—Phosphorgehalt der un- 
reifen Testikel so gering ist, daB er neben dem Nucleinphosphor 
quantitativ vernachliissigt werden kann. Der Phosphoproteid- 
gehalt von Rattenorganen ist etwa in der gleichen GréBenordnung, 
Rattenembryonen enthalten etwa die doppelte Menge wie er- 
wachsene Rattenleber, wenn man die Werte auf Trockensubstanz 
bezieht. Auch Kalbsthymus zeigt einen deutlich héheren Wert 
als erwachsene Gewebe. Auffallend ist der niedrige Gehalt einer 
Lebercarcinommetastase, die nach der mikroskopischen Unter- 
suchung zwar nicht besonders zellreich, aber sehr bésartig war. 
Weitere Untersuchungen werden zeigen miissen, welche funktionelle 
Bedeutung fiir Wachstumsvorgiinge die ja vor allem fiir die Ki- 
zelle charakteristischen Phosphoproteine besitzen. Bestiitigt sich 
der besonders geringe Phosphoproteidgehalt maligner Tumoren, so 
wiirde mit diesem Befund zum erstenmal ein scharfer Unterschied 
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in der chemischen Zusammensetzung zwischen normal wachgep. 
dem embryonalem Gewebe und Tumorgewebe gegeben sein. 

Die vollstiindige Abwesenheit von Phosphoproteiden _ jy, 
reifen ‘Testikel des Ostseeherings (Strémmings) konnte noch jy 
folgender Weise bewiesen werden: 50g wurden nach Zerkleineruns 
mit 200 ccm 0,05n-Ammoniak extrahiert. Dabei liste sich dey 
Gewebsbrei bis auf einen geringen abzentrifugierten Riickstand 
zu einer viskosen Fliissigkeit, aus der durch Ansiuern mit Essig. 
siure ein reichlicher EiweiBniederschlag erhalten wurde. Der 
gewaschene und abzentrifugierte Niederschlag wurde darauf jy 
1 n-Natronlauge gelést und 4 Tage bei Zimmertemperatur stehep 
gelassen. Aus der Lésung, die beim Ansiiuern mit Essigsiiure 
keinen Niederschlag mehr gab, wurde durch starkes Ansiiurey 
mit 4n-Schwefelséure die Nucleinsiure ausgefillt. Das gesamte 
Filtrat, welches die phosphorhaltigen Abbauprodukte etwa_ vor- 
handener Phosphoproteide hiitte enthalten miissen, wurde ver. 
ascht. Die Veraschungsfliissigkeit erwies sich als vollkommen frei 
von Phosphorsiure. 


2. Versuche zur Fraktionierung gewisser Nucleoproteide. 
(Gerhard Schmidt) 


Die Methoden der Kosselschen Schule bilden das sichere 
Fundament unserer Kenntnisse iiber die KerneiweiBkérper. Sic 
beruhen im allgemeinen auf der Untersuchung der Nucleinsiiure- 
und EKiweiBkomponente nach der chemischen Aufspaltung der 
genuinen Nucleoproteide. Spiiter sind aus vielen Organen Nucleo- 
proteide gewonnen worden, jedoch vielfach unter Versuchs- 
bedingungen, welche eine Denaturierung der Nucleoproteide zur 
Folge haben. Genauere Studien iiber die physiko-chemischen 
Higenschaften der KerneiweiBkérper liegen noch nicht vor. Bei 
der groBen biologischen Bedeutung, welche die kolloid-chemischen 
Kigenschaften der Nucleoproteide besitzen, erschien es uns 
wichtig, nach Methoden zu suchen, welche eine Fraktionierung 
dieser Stoffe unter so schonenden Bedingungen erméglichen, 
daB ihre genuinen Higenschaften erhalten bleiben. Im Verlauf 
unserer Untersuchungen erschien eine Arbeit von Przytecki’), 
Frajberger und Giedroyé, in welcher eine Fraktionierung von 
Gewebsnucleoproteiden durch Essigsiiurefillung bei verschiedenen 
P, durchgefiihrt wird. Von unserer Methodik unterscheidet sich die 





1) Biochem. Z. 266, 106 (1933). 
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yon diesen Autoren angewandte Technik vor allem dadurch, dab 
als Ausgangsmaterial Kochsifte der Organe benutzt werden. Wir 
méchten gerade fiir das Studium der physikochemischen Eigen- 
schaften nativer Nucleoproteide die von uns angewandte Extrak- 
tion mit sehr verdiinntem Ammoniak bei Zimmertemperatur fiir 
schonender und fiir unsern Zweck geeigneter halten. 

Zu den Versuchen dienten reife Testikel von Ostseehering 
und unreife Testikel von Hecht. Aus den zerkleinerten Organen 
werden durch 24 stiindiges Stehen mit der 5 fachen Menge 0,05 n 
Ammoniaks und Abzentrifugieren Extrakte gewonnen, die zu 
weiterer Verarbeitung dienten. 

Extrakte von Ostseehering. Der Extrakt wurde unter starkem 
Umschiitteln tropfenweise mit 10°/, iger Essigsiiure versetzt. Hierbei lieBen 
sich deutlich 3 Fraktionen bei pq = 7,2, 6,0 und 5,5 abgrenzen. Nament- 
lich die erste Fraktion (pa = 7,2) unterschied sich scharf von den beiden 
anderen, sowohl durch das enge Fiillungsintervall wie durch ihre physiko- 
chemische Beschaffenheit. Wiihrend nimlich die Abscheidungen in saurem 
Gebiet aus groben, schweren Flocken bestanden, war die Fillung am Neu- 
tralpunkt von schleimiger fadenziehender Beschaffenheit. Chemisch waren 
die 3 Fraktionen folgendermafen charakterisiert (alle Zahlen auf 400 cem 
Extrakt bezogen). 























Mol. Verh. 

Da der mg mg mg H,PO,-100 Purin-N 
, “oN ——_ urin-N 

Fillung | Purin-N | Gesamt-N H,PO, Gesamt-N LPO. 
3 a 
7,2 89,3 322 250 77.0 10:4 
6,0 38,8 325 108,8 35,7 10:4 
5,5 31,4 220,5 88,0 39,9 10:4 

















Ein zweiter Versuch an Sperma © on Ostseehering (16. X. 1933) bei dem 
nur die bei neutraler Reaktion ausfallende, fadenziehende Fraktion niher 
untersucht wurde, ergab ein Verhiltnis H,PO, x 100: Gesamt-N = 76,5°/,, 
in guter Ubereinstimmung mit dem Ergebnis des ersten Versuches. In 
beiden Fiillen handelte es sich nach der mikroskopischen Untersuchung um 
reife Testikel. 

Fraktionierungsversuch mit Extrakt aus unreifen Hechttestikeln. 
Dieser wurde in folgender Weise vorgenommen: Aus dem Extrakt (der 
einen sehr erheblichen Riickstand hinterlieB) wurden durch Ansiuern mit 
Essigsiure die gesamten Nucleoproteide ausgefillt uud abzentrifugiert. 
Nach 3 maligem Waschen mit verdiinnter Essigsiure wird der Niederschlag 
sorgfaltig mit Wasser angerieben und zum gréBten Teil durch langsames 
unter Umrthren erfolgendes ZuflieBen von 50 cem 0,05 n-Natronlauge in 
Lisung gebracht. Die Aciditiéit der Lésung betrigt py = 7,1. Der unlés- 
liche Anteil (Fraktion A) wird durch 60 Minuten langes Zentrifugieren 
(3000 Touren Ecco) abgetrennt und 6 mal mit je 100 cem Wasser gewaschen. 
Der Riickstand wird nun durch starkes Alkalisieren mit Natronlauge gelést 
und wieder mit Essigsiiure bei py = 7,3 gefillt. Die Fiallung ist jetzt fadig 
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und schleimig, ganz so wie bei dem an Testikel von Ostseehering vor. | 


genommenen Versuchen (Fraktion 1). Nach Abzentrifugieren und Waschen 


mit verdiinnter Essigsiiure wird der Niederschlag in Natronlauge sofort go. § 


lést und auf Phosphorsiure, Gesamt- und Purin-Stickstoff analysiert. 


Das erste Zentrifugat von Fraktion A wird 2 Tage lang bei 0° unter Ff 


Zusatz von etwas Chloroform stehen gelassen, wobei sich die letzten durch 
Zentrifugieren noch nicht entfernten Reste der Fraktion A absetzten. Vom 
obersten Teil der klaren Lésung werden 15 cem abpipettiert, mit Essig- 
siure umgefillt und mit 0,05n-Ammoniak gelést. Die Lésung (Fraktion }) 
wird auf Phosphorsiiure, Gesamt- und Purin-Stickstoff analysiert. 


Ergebnisse. 











Mol. Verh, 
mg mg mg | H,PO,-100 | piinw 


Purin-N |Gesamt-N} H,PO, | Gesamt-N ~H.PO, 
3 4 





Fraktion A 
Fallung bei 3,22 9,97 8,85 88,6 10,2: 4 
PH = 7,1 
Fraktion B 
1,05 


Fallung bei essig- 
saurer Reaktion 


6,38 3,24 50,8 9:4 

















Wir bemerken, da die in dieser Tabelle angegebenen Zahlenwerte 
nichts tiber das Mengenverhiiltnis der beiden Fraktionen aussagen. Weitaus 
der gréBte Anteil (80—90°/,) der ausgefiillten Nucleoproteide gehért der 
léslichen Fraktion B an. 

Wenn auch aus den mitgeteilten Versuchsergebnissen iiber 
die Fraktionierung von Sperma-Nucleoproteiden noch _ keine 
Schliisse iiber die Einheitlichkeit der so erhaltenen EKiweib- 
fillungen gezogen werden kénnen, so zeigen doch die Unterschiede 
im Verhalten zwischen den bei neutraler und bei alkalischer 
Reaktion erhaltenen Bodenkérper, da sich auf diese Weise 
Nucleoproteide von sehr verschiedenen physikochemischen Eigen- 
schaften gewinnen lassen. 

Diesen Unterschieden im Verhalten entsprechen scharie 
Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung. Die bei 
neutraler Reaktion erhaltenen schleimigen Niederschlige sind 
sehr viel phosphor- bzw. nucleinsiurereicher als die bei saurer. 
Der hohe Phosphorgehalt der ,neutralen“ Niederschlige ist am 
ungezwungensten so zu deuten, dai es sich hierbei um Nuclein- 
siureverbindungen von Protaminen handelt. In der aus Hechi- 
testikeln erhaltenen ,,neutralen“ Fraktion hat das Verhiltnis 
H,PO,:N den Wert 88,6°/,, wihrend sich fiir nucleinsaures 


Clupein fiir diesen Wert 91,0°/, errechnen lassen.1) Durch che- 





') A. Mathews, Diese Z. 28, 409 (1897). 








mis¢ 
Fest 
kon) 
das 
der 


| Fray 


char 


f sprit 
| eine 


unseé 


dure 


vorg 
die | 


| yerh 
| prot 
| trale 
als 

| hype 
| der 
| der 
| Plas 
| Fras 
| vera 


_ Exp 


es § 
Spel 


j eln 
i Mes 


Nue 


» die 


Met 


| Bef 


gese 
prot 


| Nue 


ie 














Uber Nucleoproteide der Fisch-Testikel. 99 


mische Untersuchung der EiweiBkomponenten, namentlich die 
Feststellung der Diaminosi’ure — vor allem des Arginingehaltes — 
kénnte diese Frage leicht entschieden werden. Vielleicht ist 


' das Studium der auffallenden physikochemischen Higenschaften 


der ,neutralen* Fraktionen geeignet, Beitrige zur Klirung der 
Frage nach der biologischen Bedeutung der fiir das reife Sperma 


 charakteristischen Protamine zu liefern. 


Sieht man — wogegen zur Zeit kein entscheidender Befund 


| spricht — die Bindung zwischen Eiwei8 und Nucleinsiure als 
eine salzartige (und somit p,,-bedingte) an, so ist in demjenigen 


unserer Versuche, in dem die Fraktionierung der Nucleoproteide 
durch Wiederauflésen mit 0,005 n-Natronlauge bei neutraler Reaktion 
yvorgenommen wurde, eine lonisierung des léslichen Anteiles durch 
die Natronlauge anzunehmen. Die Besonderheit des Léslichkeits- 
verhaltens besteht darin, daB in Wasser kaum lésliche Nucleo- 


proteide durch Ionisierung mit Hilfe von Natronlauge bei neu- 
| traler Reaktion in Lésung gehen. Man koénnte diesen Versuch 


als Modellversuch fiir Zellvorginge auffassen und die Arbeits- 


_hypothese in Betracht ziehen, ob die auffallenden Veriinderungen 
der mikroskopischen Chromatin- und Chromosomenstruktur bei 
der Teilung durch die Einwanderung anorganischer Kationen vom 
| Plasma in den Kern mitveranlaBt sind. Wir glauben, daB diese 
' Frage durch Zellkernuntersuchungen mit Hilfe der Schnitt- 
| veraschungsmethode?) geklart werden kann, und werden derartige 
_ Experimente in Angriff nehmen. 


3. Einheitlichkeit der Sperma-Nucleinsaure. 


Durch die Untersuchungen von Miescher und Kossel ist 
es schon vor der genauen Einsicht in den chemischen Bau der 


| Sperma-Nucleinsiiture wahrscheinlich gemacht worden, daB nur 
' cine Nucleinsiiture im Fisch-Spermatozoen vorkommt. Bei der 
 Mannigfaltigkeit der spiiter in tierischen Organen aufgefundenen 
_ Nucleinsiiuren erschien uns jedoch wiinschenswert, am Fischtestikel 
» die Auffassung von Miescher und Kossel auch mit analytischer 


Methodik nachzupriifen. Wir nehmen gleich vorweg, da8 unsere 


 Befunde diese Auffassung viéllig bestitigen. Wir haben in den 
' gesamten mit Ammoniak aus Testikeln extrahierbaren Nucleo- 
| proteiden (bei reifen Testikeln sind dies nahezu die gesamten 
| Nucleoproteine des Testikels) und in einzelnen Fraktionen das 


) Vgl. Tschopp, Handbuch der mikroskopischen Anatomie, I. Band, 
l. Teil, S. 569; 1929. 
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molekulare Verhiltnis Purin-N:P untersucht und dies Verhiltnis — 
mit Ausnahme eines einzigen Falles, in welchem wahrscheinlic 
die Purinbestimmung ungenau war — sehr nahe = 5:2 gefunden, 
Die mit 0,05 n-Ammoniak erhaltenen Extrakte werden mit Hssig. 


siure gefallt, die sorgfaltig mit 0,5°/, iger Essigsiure gewascheney : 
Niederschlage mit verdiinnter Natronlauge gelést und nach 2 malige; § 


Umfillung mit Essigsiure auf Gesamtphosphorsiiure und Gesant. 
Purinstickstoff analysiert. 


Versuche an den ammoniakléslichen Gesamtnucleoproteiden, 

















' mg mg Mol. Verh. 
1933 Fischart hn 
Purin-N |Gesamt-H,PO,} Purin-N :) 
18.10. | Hering | 2,8 7,8 51:2 
18. 10. Ostseehering 4,3 12,6 4,8:2 
(Strémming) 
26. 10. Ostseehering 3,5 9,8 5,0: 2 


Die in den einzelnen Fraktionen erhaltenen Ergebnisse sin( 
schon aus den vorangegangenen Zusammenstellungen unserer Ver- 
suchsergebnisse zu ersehen. Wie man sieht, ist das molekulare 
Verhiltnis Purin-N:P in allen Analysen sehr nahe = 5:2, wie 
es die Kosselsche Anschauung erfordert; nur in einem einzigen 
Falle, in den bei saurer Reaktion ausfallenden Hechtnucleoproteiden, 
fanden wir es 9:4. 

Methodisch méchten wir noch darauf hinweisen, da’ es bei 
Purinbestimmungen an Nucleoproteiden streng zu vermeiden ist, 
zu viel Material zur Analyse zu benutzen. Die zu analysierende 
Gewebsmenge darf nach der Hydrolyse nicht mehr als 10 mg 
anorganische Phosphorsiiure enthalten, da sonst bei Zusatz des 
Wolframatreagenses durch Bildung von Phosphorwolframsiure 
Purinverluste entstehen. 

In einem besonderen, schon beschriebenen Versuch (8.97) wurde 
aus den ammoniaklislichen Gesamtnucleoproteiden die freie Nuclein- 
siiure dargestellt und auf Purinstickstoff und Phosphorsiiure ana- 
lysiert: auch hier war das molekulare Verhiiltnis genau 5:2. 


4. Die Beziehungen zwischen Purin- und Eiweifstickstoft 
in unreifen Testikeln. 
Kossel}) hat aus den Ergebnissen seiner letzten Arbeiien 
iiber den chemischen Bau der Kiweifkérper in unreifen und reifen 


1) Diese Z. 173, 278 (1928). 
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Kisch-Testikeln geschlossen, daB bei der Spermareifung des Herings 
eine Umwandlung von Histonen in Protamine stattfinde. Hs 
erschien uns wichtig, mit analytischer Methodik zu untersuchen, 
ob sich derartige Veriinderungen in der Zusammensetzung der 
Proteinkomponenten in einer Verschiebung des Verhiltnisses 
zwischen Purin- und EKiweifstickstoff 4uBern wiirden. Wir haben 
unsere Versuche aus Griinden der Materialbeschaffung am Hecht 
ausgefihrt und geben unsere an 6 unreifen Testikeln frisch- 
sefangener Tiere wenige Wochen vor der Laichzeit erhaltenen 
Werte in folgender Tabelle wieder: 





0/ 0/ 0/ 
0/ lo lo ,./9 ‘ : - , 

0 . Nicht- | Purin-N-1 Nucleinsiure-N -100 

1934 : Ge- |Nuclein- nuclein-|~G, : x ieee x 

rics 7p at x esamt-)} ichtnucleinsiure-)} 

samt-N | siiure-N | siure-N 
































13.2] — _- - — 19,2 40,4 
20.2.1 0,47 | 2,62 | 0,705 | 1,92 17,9 36,6 
28.2.1 0,54 | 3,49 | 0,81 2,60 15,7 31,1 
8.3.1 0,66 | 4,29 | 0,99 3,30 15,4 30,0 
14.3. ] 0,64 | 3,21 | 0,96 2,25 19,8 42,6 
15.3. | 0,45 | 2,64 | 0,68 1,96 17,0 34,7 
Aus den Purinstickstoffwerten wurden — unter Zugrunde- 
leeung der Levene-Steudelschen Formel — die Nucleinsiure- 


\-Werte durch Multiplikation mit 3:2 berechnet; die Differenz 
zwischen den so errechneten Zahlen und den zugehérigen Gesamt- 
\-Werten ergab den ,,Nichtnucleinsiure-N“, der also die Summe 
von Kiweib-, Extrakt- und Lipoid-N umfa8t, aber bei dem Gehalt 
der Testikel an diesen Substanzgruppen im wesentlichen den 
KiweiBstickstoff wiedergibt. Man sieht, da8 in den der Laichzeit 
yorangehenden Monaten der Nucleinsiiure-N zwischen 30 und 
42,6°/, des Nichtnucleinsiurestickstoffs betrigt. Mit abnehmendem 
KiweiBgehalt wichst der relative Anteil des Nucleinsiurestickstofis. 
Aus den auf Organgewicht bezogenen Purinwerten ergibt sich, 
da8 diese Zunahme der relativen Verhialtnisse keineswegs auf 
einer Zunahme der Purinwerte bei abnehmenden Gesamt-N-Werten 
beruht, sondern daB der Purin-N-Gehalt unregelmibig zwischen 
0,45 und 0,66°/, schwankt. Es zeigt sich also, da die in der 
letzten Zeit der Spermareifung stattfindenden biochemischen Ver- 
inderungen sich vor allem an den EiweiBkérpern abspielen. 


Zusammenfassung. 
1. In Fisch-Testikeln finden sich nur Spuren von Phospho- 
proteiden. 
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2. Durch Fallung sowie durch Umlésung bei neutraler Reak. 


tion lassen sich aus den mit Ammoniak extrahierten Nucley.§ 
proteiden von Fischtestikeln besonders phosphorreiche Kérpe; ff 
herausfraktionieren, die nach ihrer quantitativen Zusammensetzun: & 
wohl als Nucleoprotamine aufzufassen sind. Sie unterscheidey 


sich von den bei saurer Reaktion ausfallenden Nucleoproteide; 
durch die schleimige Beschaffenheit der Niederschlige und die 
hohe Viskositiét ihrer Lisungen. 


3. Das molekulare Verhiltnis zwischen Purinstickstoff un § 


Phosphorgehalt wurde in allen untersuchten Nucleoproteiden iden. 
tisch und zwar = 5:2 gefunden, wie es bei Annahme de 
Leyene-Mendelschen Formel fiir Thymusnucleinsiiure zu er. 
warten ist. 

4. Die quantitativen Beziehungen zwischen Nucleinsiiure. 
und Nichtnucleinsiiurestickstoff deuten darauf hin, daB die Ver- 
inderungen bei der Spermareifung sich vor allem an der Hiweil- 
komponente der Nucleinproteide abspielen. 
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Uber den Zustand des Glykogens in der Leber, 
im Muskel und in Leukocyten. 


(Zur Kenntnis der Proteinbindung physiologisch 
wichtiger Stoffe.) 


Von 


Richard Willstitter und Margarete Rohdewald. 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akad. der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. April 1934.) 


Einleitung. 
Unsere Untersuchungen?) iiber die léslichen und die unlés- 


_ lichen Anteile von Enzymen suchten zur Entscheidung der Frage 


beizutragen, ob gewisse lésliche, krystallisierende Proteine den 


Enzymen Pepsin, Trypsin und anderen gleichzusetzen sind und ob, 


| wie es die Anschauung von J.N.Northrop?”) ist, die enzymatische 


Aktivitiit eine Kigenschaft des Proteinmolekiils selbst ist. An den 


| Beispielen von Pepsin und Trypsin, von pankreatischer Lipase 





.Bamann und P. Laeverenz’*), von leukocytirer Amylase und 
Maltase beobachtet man, daB die Enzyme nur zum Teil in lés- 
licher Form vorliegen, wihrend griBere oder geringere Anteile 
in den Zellen, Geweben und Organen in unldéslicher Form ent- 
halten sind, wahrscheinlich protoplasmatisch verankert. Der 
kolloide Triger eines Enzyms oder eines anderen physiologisch 
aktiven Stoffes ist nach unseren Ergebnissen nicht von bestimmter 
und unabinderlicher Konstitution. Der Triger kann chemischen 
Verinderungen unterliegen. Auch kann er an andere Kolloide 
gebunden sein, nimlich chemisch verbunden mit noch gréferen 
KiweiBkomplexen wie auch mit anderen (durch Papain nicht lés- 
baren) hochmolekularen Stoffen. Ob ein Protein iiberhaupt fiir 
das Reaktionsvermégen eines Enzyms unentbehrlich und uner- 
setzlich ist, bedarf von Fall zu Fall der Priifung. Die Bindung 


') Diese Z. 203, 189 (1931); 204, 181 (1931/32); 208, 258 (1932); 209, 
33 (1932); 209, 38 (1932); 218, 77 (1933); 221, 13 (1933); 221, 202 (1933). 

*) J. Gen. Physiol. 13, 739 (1980); 13, 767 (1930); 14, 713 (1981); 
J. H. Northrop und M. Kunitz, ebenda 16, 267—348 (1932); J. H. Nor- 
throp, ebenda 16, 615 (1933); 17, 165 (1933); Science 78, 558 (1933). 

8) Diese Z. 228, 1 (1934). 
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von physiologisch wirksamen Stoffen, nicht allein von Enzymey, 


an kolloide Traiger und zwar an verschiedene, an lésliche uni 
unldsliche, ist eine allgemeine Erscheinung. Die aufgeworfen 
Frage ist an einem Einzelfall wie Pepsin mit bemerkenswerte, 
Ergebnissen gepriift worden. Aber auch die Assoziation anders. 
artiger physiologisch bedeutsamer Stoffe, nicht-enzymatischer, 
kann iiber die Art und Weise AufschluB geben, wie die Proteine 
als kolloide Trager wirken, iiber die Art der chemischen Bindung 
zwischen ihnen und den aktiven Gruppen. 


lyo- und desmo-Glykogen. 


Die grundlegenden Entdeckungen von Claude Bernard) 
iiber das Glykogen sind spiiter durch quantitative Angaben iiber 
sein Vorkommen und seine Bindung ergiinzt worden. Bei der Be. 
stimmung des Glykogens in den Organen beobachteten R. Kiilz? 
und viele andere Forscher’), daB sich ein Teil durch siedendes 
Wasser leicht, ein anderer schwer oder nicht ausziehen liBt. Diese 
Erscheinung war das Thema jahrelanger griindlicher Untersuchungen 
im Laboratorium von E. F. W. Pfliiger‘’), woran namentlich 
J. Nerking®) und H. Léschcke®) beteiligt waren. Im ausfiihr- 
lichen Werk von Pfliiger lautet eine Kapiteliiberschrift’: ,,{n 
neuerer Zeit sind Tatsachen bekannt geworden, welche scheinbar 
dafiir sprechen, daB das Glykogen wenigstens in der Leber zum 
Teil chemisch gebunden ist“ und die abschlieBende Beantwortung‘ 
der aufgeworfenen Frage: ,,Jedenfalls ist kein Grund mehr vor- 
handen, der zur Annahme in den Organen gebundenen Glykogens 
berechtigt.“ 

Es waren namentlich zwei Feststellungen, die Pfliiger zur 
Verneinung der von ihm klar erkannten und fiir wichtig gehaltenen 





*) Legons de Physiologie experimentale appliquée 4 la Médecine, 
Cours du Semestre @hiver 1854—55, Paris 1855; Vorlesungen iiber den 
Diabetes und die tierische Zuckerbildung, deutsch herausg. von C. Posner, 
Berlin 1878. 

2) Z. Biol. 22, 173 (1886). 

5) Vgl. Pfliiger, S. 33. 

*) Das Glykogen und seine Beziehungen zur Zuckerkrankheit, 2. Auti., 
Bonn 1905, S. 32 u. ff. 

®) Pfliigers Arch. 81, 638 (1900); 85, 318 (1901); 88, 1 (1901). 

8) Pfliigers Arch. 102, 592 (1904). 

’) Das Glykogen, S. 43; in der ersten Auflage (1903), S. 32, febhlt in 
der Uberschrift das Wort ,,scheinbar“. 

8) a. a. O., S. 48. 
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Frage bestimmten. Pfliiger und Léschcke fanden namlich, 
daB das anscheinend unlésliche Glykogen sich durch siedendes 
Wasser bei hinreichend langem Kochen schlieBlich doch bis auf 
die letzten Spuren ausziehen lift; dies gelang in einem Falle 
bei 21 Tage und Nichte ununterbrochen dauerndem Erhitzen mit 
Wasser. Indessen liBt sich, wie uns scheint, dieses Ergebnis 
zwanglos auch so deuten, daB entweder der hochmolekulare 
[riger, an den Glykogen gebunden war, beim langdauernden Er- 
hitzen mit Wasser Zersetzung erleidet, oder dab die Bindung 
des Glykogens an die unléslichen hochmolekularen Stoffe, von 
welcher Art sie auch ist, allmihlich angegriffen wird. Schon die 
Denaturierung eines Proteins geniigt, wie R. Zeynek!') am Ver- 
halten des Himoglobins beim Trocknen im Hochvakuum bei 
Zimmertemperatur gelehrt hat, um seine Fihigkeit zur Komplex- 
hildung zu vermindern und aufzuheben. 

Das zweite Argument war die Beobachtung, daB Glykogen, 
wenn es vom geronnenen Kieralbumin adsorbiert (Pfliiger nennt 
es ,eingebacken“) worden ist, ,,der Extraktion mit siedendem 
Wasser ihnlichen Widerstand entgegenzusetzen vermag wie das 
natiirliche in Organen enthaltene“. 

In der T'at haben viele Forscher, wie namentlich 8.Frinke}1?), 
St. J. Prazylecki und J.Wojcik*), W.D. Bancroft und G. Ban- 
croft‘), festgestellt, daB Proteine in hohem MaBe zur Adsorption 
von Glykogen befihigt sind. Pfliiger hat den SchluB gezogen, 
daB ,ein sicher nicht chemisch gebundenes Glykogen“ sich ebenso 
verhalte wie das scheinbar unlésliche Organglykogen; man kann 
heute aber statt dessen folgern, da das nachgewiesene Bindungs- 
vermégen der Proteine fiir Glykogen das Verhalten des Organ- 
lykogens erkliire und daf es valenzchemisch bedingt sei. Zwischen 
physikalischer und chemischer Bindung gibt es keine scharfe 
Grenze und keinen wesentlichen Unterschied.°) 

Ks ist also wohl bekannt, daB sich Glykogen zum Teil unter 
Bildung der von Bernard beschriebenen milchig opalisierenden 
Fliissigkeit ausziehen li8t und daB es andernteils in den Organ- 
resten zuriickbleibt. Aber es ist unbekannt, unter welchen 


1) Nowiny lek. Pozn. 38, Nr. 10 (1926); Festschrift fiir Wachholz. 

*) Pfliigers Arch. 52, 125 (1892). 

5) Biochemie. J. 22, 1302 (1928). 

*) Proc. National Acad. 16, 651 (1930). 

5) Vgl. I. Langmuir, Oberflichenchemie, Les Prix Nobel 1932, Stock- 
holm 1984; Z. angew. Chem. 46, 719 (1933) und zwar S. 731. 
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Umstiinden in der Leber und in anderen Organen mehr wif 


wann weniger Glykogen in ldslicher Form enthalten ist. Unj 
man hat noch nicht in Betracht gezogen, ob nicht in den lg. 
lichen Anteilen, den Peptisationen, das Glykogen ebenfalls mj 
Protein verbunden auftritt, nur eben hier mit leichtléslichey, 
oder peptisierbarem Protein. 


Unsere Versuche erstrecken sich auf die Leber, das Muskel. 
fleisch und die farblosen Blutkérperchen. Wir untersuchten die 


Lisbarkeit des Glykogens und die Zusammensetzung der Gly. & 


kogenproteinfillungen, die sich aus den Ausziigen gewinne, 


lassen. Die Lésungsverfahren waren kurzes Erhitzen mit Wasser § 


(15—30 Minuten fiir die 1. Fraktion) und kurze Einwirkung ver. 
diinnter (2°/,iger) Trichloressigsiiure, eines von S. Frinkel}) fir 


quantitatives Ausziehen von Glykogen vorgeschlagenen Lésungs. 


mittels, und zwar (fiir die 1. Fraktion) bei 0° und bei miig 
saurer Reaktion (p,,=2,4). Fiir die Brauchbarkeit dieser beiden 
Fraktionierungsverfahren und fiir die Berechtigung, SchluBfolge. 
rungen auf die Ergebnisse zu griinden, ist es entscheidend, dat 
die so verschiedenen Lésungsmethoden immer dem Sinne nach 
und éfters sogar genau iibereinstimmende Werte fiir den léslichen 
und den unldslichen Glykogenanteil ergaben. 

Man begegnet sehr groSen Unterschieden, aber diese sind 
nicht, wie es bisher schien, zufillig. Die Leber enthalt in lis. 
barer Form die Gesamtmenge des Glykogens oder den gréBSeren 
Teil oder nur einen kleinen Teil. Dies hingt vom physiologischen 
Zustand des Versuchstieres ab. Glykogenreiche Leber pflegt alles 
Glykogen oder viel davon in léslicher Form zu enthalten, in 
glykogenarmer Leber ist ein groBer Teil oder die Hauptmenge 
fest gebunden. 

Die Zusammensetzung der hauptsiichlich aus Glykogen und 
Protein bestehenden Fiallungen, die sich auch ohne Veranderung 
umscheiden lieBen, differiert in weiten Grenzen und hangt gleichfalls 
vom Ernihrungszustand des Tieres ab. Aber es macht wenilg 
Unterschied, ob das Glykogenprotein mit heiBem Wasser oder 
mit T'richloressigsiure, eigentlich einem Eiweiffallungsmittel, iso- 
liert wird. Glykogenreichtum der Leber bedingt Uberwiegen des 
Glykogens in den Fallungen, von 65 bis iiber 85°/,, aus glykogen- 
armen Organen erhilt man proteinreiche Fiallungen, deren Gly- 


) Pfliigers Arch. 52, 125 (1892); vgl. aber dazu J. Weidenbaum (bei 
Pfluger); Pfliigers Arch. 54, 319 (1893). 














Uber den Zustand des Glykogens in der Leber, im Muskel usw. 107 


kogengehalt sich zwischen 8 und 36°/, bewegt. Hiutig, geradezu 
typisch, sind Glykogenproteine, die 66—75°/, Glucose liefern. 

Muskelfleisch sowie Blutleukocyten weisen in bezug auf Ge- 
halt an léslichem und unléslichem Glykogen und in bezug auf 
das Verhaltnis zum Protein in Ausziigen und Fallungen ihnliche 
Verhiltnisse auf wie ziemlich glykogenarme Leber. 

Die groBen Unterschiede, die in der Histologie der Organe 
und der Leukocyten bei der mikroskopischen Jodreaktion ange- 
troflen werden?), finden durch die Analyse der Glykogenprotein- 
fillungen befriedigende Erklirung. Die Jodreaktion dieser Pri- 
parate bewegt sich je nach ihrem Proteingehalt zwischen gelb 
und tiefrubinrot. Der Zustand des Glykogens und seine Jod- 
reaktion (haufig nur Gelbfairbung) in den Leukocyten?), woriiber 
J. de Haan’) genau referiert hat, ist kein anderer als in 
glykogenarmen Organen. Wir finden P. Khrlichs*) kihne 
SchluBfolgerung (1883) aus den mikroskopischen Priifungen mit 
Jod bestitigt und erklirt: ,,.Ks ist mithin das Glykogen an allen 
Orten, wo es im Organismus vorkommt, mit einer anderen Sub- 
stanz, die ich in Analogie mit der Botanik als Trigersubstanz 
bezeichnen méchte, sozusagen solidarisch vereinigt.“ 

Fir die Anteile des Glykogens, die sich mit Liésungsmitteln 
ausziehen lassen, und fiir die in den Zellen und Geweben fest 
verankerten schlagen wir gemiB der genauen Analogie mit den 
léslichen und unldslichen Anteilen von Enzymen dieselbe Be- 
zeichnung®) vor: ,lyo“- und ,desmo“-. Die Grenzen zwischen 
beiden Anteilen und ihre Trennung sind oft scharf, mitunter 
treten aber auch Zwischenfraktionen auf, die den leicht léslichen 
Anteilen erst bei wiederholter oder hiufiger Einwirkung von 
warmem oder siedendem Wasser und in gleicher Weise von ‘Tri- 
chloressigsiure nachfolgen. Bei der Isolierung von lyo-Glykogen 
sind natiirlich Zersetzungsvorginge nicht ausgeschlossen, sie sind 
sogar wahrscheinlich. Die desmo-Anteile kénnen (wie die desmo- 
Enzyme zum Teil) mit Hilfe verschiedener Proteinasen freigelegt 
werden, indessen schwierig. 


1) Vgl. (auBer P. Ehrlich) D. Barfurth, Arch. f. mikr. Anat. 25, 
259 (1885). 

2) R. Willstitter u. M. Rohdewald, Diese Z. 203, 189 (1931) und 
zwar §. 191. 

’) Biochem. Z. 128, 124 (1921). 

4) Uber das Vorkommen von Glykogen im diabetischen und im nor- 
malen Organismus“; Z. klin. Med. 6, 33 (1883). 

5) Diese Z. 203, 206 (1931) und 209, 41 (1932). 
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Glykogen-Protein-Symplexe. 

Ks ist zu priifen, ob die Glykogenproteinpriiparate von ver. 
schiedener Zusammensetzung nichts anderes als beliebige Ge. 
mische sind, die zusammen in kolloide Lisung iibergehen und 
daraus ausgeflockt werden. Diese Fillungen kénnten als Adsorp. 
tionskolloide aufgefaBt werden, eine chemische Beziehung zwischey 
Glykogen und Protein ist erst zu begriinden. Aber eine solche 
muf fiir desmo-Glykogen angenommen werden, das gleich den 


desmo-Amylasen und anderen desmo-Knzymen an unldsliche Be. 


standteile der Gewebe fest verankert ist. Man kann das Glykogen 
daraus nur durch weitgehende Verdauung oder durch Abbau der 
Organreste mit Hilfe konzentrierter Alkalien freilegen. Die 
Existenz eines solchen desmo-Anteils, ferner die gute Uberein- 
stimmung der Prozentteile von lyo- und desmo-Glykogen beim Aus- 
ziehen sei es mit heiBem Wasser oder mit kalter Trichloressigsiure 
und die uhnliche Zusammensetzung der aus einem einzelnen 
Organ auf verschiedene Weise isolierten Fallungen sprechen auch 
beim lyo-Glykogen fiir eine Art von chemischer Bindung «au 
Protein, soweit das vorhandene Protein fiir die Bindung des 
Glykogens und das Glykogen fiir die Bindung des Proteins reicht. 
Hiufig ist die eine oder die andere Komponente im Uberschut. 

Zur Erklarung der Glykogenproteinaddukte ist es geboten, 
an das Verbindungsvermégen der Kiweifkérper im allgemeinen 
zu erinnern und die verschiedenen Vergesellschaftungen, die si¢ 
eingehen, zum Vergleich heranzuziehen. Bekannte proteinhaltige 
Systeme wurden oft als Adsorbate aufgefaBt und erst in neuerer 
Zeit hat man begonnen, auf sie den Begriff der Komplexbildung 
zu tbertragen. Aus dem Verhalten der Enzyme, der Oxyhimo- 
globine, der Astacinfarbstoffe, des gelben Atmungspigments uw. 2. 
kénnen wir folgern, daB die Proteine allgemein mit ausgepriigten 
Residualaffinitaten begabt sind. Auf Wirkungen von Partial- 
valenzen sind viele Erscheinungen der physiologischen Chemie 
und der Immunochemie zuriickzufiihren, wir tragen aber Bedenken, 
hier die Bezeichnung ,,Komplex“ anzuwenden. Denn dieser Begriti 
gilt einerseits im Sinne von A. Werner fir genau definierte Valenz- 
systeme, er wird andererseits in der Biochemie und dariiber hin- 
aus fiir irgendwelche schlecht definierte mehrgliedrige Systeme 
angewandt. Der Begriff der Komplexe ist nicht mehr frei fir 
ein weiteres Gebiet, das umschrieben werden soll. 

Auf Grund der Annahme, da an den Atomen noch be- 
stimmte Restbetrage von Affinitiit ungesiittigt sind (wenn nimlich 
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nach der Valenzzahl ihr Bindungsvermégen erschépft sein sollte), 
hat Alfred Werner?) die fruchtbare Theorie entwickelt, daB 
aus Werbindungen erster Ordnung Additionsprodukte entstehen, 


“nimlich Komplexe, worin die Jonen der Komponenten teilweise 


nicht mehr existieren und worin neue Ionen auftreten. Dieses 
groBe ordnende Prinzip sollte fiir den Bereich der Komplex- 
chemie bestimmend bleiben. 

In dieses Gebiet haben wir Chlorophyll und Himin ein- 
cereiht”), deren komplexe Molekiile unter Aufhebung ionogener 
Valenzen von Magnesium und Eisen gebildet sind. Kin weiterer 
Kreis von Additionsprodukten soll in der vorliegenden Arbeit 
abgesteckt werden. _Hochmolekulare Stoffe wie Enzyme, Proteine, 
Cellulose, Lignin, Lipoide, Pigmente betitigen ihre Restaffinititen 
durch Bildung von Additionsprodukten spezifischer oder unspezi- 
fischer Art. Unter den entstehenden Verbindungen gibt es solche 
wie die Hiimoglobine von stichiometrischer Konstanz. Fiir die 
durch Restaffinititen (nicht von Verbindungen erster Ordnung, 
sondern) von hochmolekularen Stoffen oder selbst Kom- 
plexen gebildeten Verbindungen schlagen wir zur Erweite- 
rung der Komplexchemie die Bezeichnung ,Symplexe“ vor. 
Sie ist abgeleitet von ,advumdAc&ic“, zusammenbinden. Dieser Be- 
sriff soll sowohl die Systeme umfassen, die aus einer prostheti- 
schen Gruppe und einem hochmolekularen, kolloiden Trager 
bestehen, wie auch diejenigen, die sich aus mehreren hoch- 
molekularen Komponenten zusammensetzen. Symplexe kénnen 
sich von der Summe ihrer Komponenten durch einzelne oder 
mehrere von folgenden Merkmalen unterscheiden, die den Vollzug 
einer chemischen Bindung anzeigen: 

a Anderung, namentlich Steigerung des spezifischen Reak- 
tionsvermégens einer Komponente. 


1) Neuere Anschauungen auf dem Gebiete der anorganischen Chemie, 
Braunschweig 1905, bes. S. 54 u. 57. . 

*) BR. Willstitter, Liebigs Ann. 850, 48 (1906); R. Willstatter u. 
A. Pfannenstiel, Liebigs Ann. 358, 205 u. zw. S. 215 (1907/08); R. Will- 
stiitter u. H. Fritzsche, Liebigs Ann. 871, 33 u. zw. S. 48 (1909); R. Will- 
stitter u. M. Fischer, Liebigs Ann. 400, 182 (1913). — Diese Zitate 
migen die Angaben ergiinzen von P. Pfeiffer, Organische Molekiilver- 
bindungen, 2. Aufl., Stuttgart 1927, S. 263 u. 233 und Kapitel ,,Komplex- 
verbindungen“ in K. Freudenberg, Stereochemie, Leipzig 1933, 8. 1224. — 
In diese Zusammenstellungen sollten auch die Himoglobine aufgenommen 
werden in Anbetracht der nachgewiesenen Konstanz der Zusammensetzung. 
Vel. R. Hill u. H. Holden, Biochemie. J. 20, 1326 (1926); R. Willstitter 
u. A. Pollinger, Diese Z. 130, 156 (1926). 


110 Richard Willstitter und Margarete Rohdewald, 


2. Anderung der Lislichkeit oder der Peptisierbarkeit eine 
Komponente. 

3. Anderung der optischen EHigenschaften. 

4, Anderung der Bestindigkeit. 

5. Anderung der Giftigkeit. 

6. Anderung von Reaktionen, z. B. Farbreaktionen. 


Zur Kenntnis der Symplexe. 


Enzymadsorbate. Es wiire nicht sinngemiB, den Begrif § 


der Symplexe auf organische Stoffe zu beschriinken. Vielmehr 
sind Systeme mit anorganischen Reaktionspartnern einzureihen, 
Die Adsorption von Enzymen durch Tonerde und anderes hatte 
L. Michaelis') auf elektrochemischen Gegensatz, auf saure oder 
basische Natur der Enzyme zuriickgefiihrt. Hs ist aber gelungen, 
in Tonerden von allerschwiichsten basischen und sauren Higen- 
schaften Adsorbentien von ausgeprigter Spezifitit aufzufinden. 
Trennung von Enzymgemischen durch sogenannte Adsorption, 
z. B, an meta-Aluminiumhydroxyd (AlOOH), ist durch auswihlende 
Residualaffinitiiten bedingt, die hochmolekularen anorganischen 
wie organischen Stoffen eigen sind; sie ist valenzchemisch, nimlich 
durch fein abgestufte Sekundirvalenzkriifte zu erkliren. 

Die Reaktionen der Enzyme, die nach ihrem Aufbau selbst 
als Symplexe zu betrachten sind, mit Substraten und Aktivatoren 
und Hemmungskérpern fallen in das Gebiet der Symplexchemie. 

Immunitaitsvorginge. Die Toxin—Antitoxin-Reaktionen und 
andere immunochemische Erscheinungen wurden von P. Ehrlich*) 
im wesentlichen auf das Verhalten starker Siuren zu starken 
Basen, von 8. Arrhenius und Th. Madsen’) auf die Beziehungen 
zwischen schwachen Siiuren und schwachen Basen, von J. Bordet’) 
auf Adsorptionswirkungen zwischen Kolloiden mit entgegen- 
gesetzten elektrochemischen Ladungen zuriickgefiihrt. Dagegen 
hat der Kinwand von G. Wells®) entscheidendes Gewicht: ,,Aller- 
dings mangelt der einfachen kolloidalen Adsorptionstheorie, soweit 
sie bisher entwickelt ist, die Erklarung der Spezifitiit der Immun- 





) Biochem. Z. 7, 488 (1907/08) u. 12, 26 (1908); L. Michaelis u. 
M. Ehrenreich, Biochem. Z. 10, 283 (1908). 

*) Fortschr. d. Med. 15, 41 (1897); Therapie d. Gegenwart, N. F. 3, 193 
1901); Beitrige zur exper. Pathologie u. Chemotherapie, Leipzig 1909, S. 3. 

8) Sv. Arrhenius, Immunochemie, Leipzig 1907. 

*) J. Bordet u. E. P. Gay, Studies in Immunity, New York 1909. 

*) Die chemischen Anschauungen iiber Immunititsvorgiinge, deutsch 
von R. Wigand, 2. Aufl., Jena 1932, S. 145. 
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| reaktion.“ Die Reaktionen der Antigene und der Toxine mit ihren 


Antikérpern sind derartig spezifisch, daB sie sich nur valenz- 


' chemisch, das ist als Wirkungen von Restaffinitiiten erklaren lassen 
werden, wenngleich diese Betrachtung leider auf lange Zeit hinaus 


keine quantitative Formulierung der Reaktionen zu bieten vermag. 
Die von M. Heidelberger’) aus den Membranen von Pneu- 


| nokokken isolierten immunologisch spezifischen, nimlich die Art- 


spezifitat bedingenden Polysaccharide vom Typ der Aldobion- 


'B siurehemizellulosen geben mit Antipneumokokkenserum Prizi- 
' pitin- und Komplementbindungsreaktionen, die wohl als Bildungen 
_ spezifischer Symplexe von Polyosen mit Proteinen zu deuten sein 
_dirften. Dies sind hochgesteigerte Verfeinerungen des Modells 

| Glykogen—Protein. 


Ubrigens sind die spezifischen Symplexbildungen unvermeid- 


licherweise oft nicht zu trennen von unspezifischen Adsorptions- 
_ yorgingen oder Symplexbildungen, sie werden von diesen iiber- 
 lagert (Labilititsreaktionen von Seren)?). 


Hamoglobin. J. B. Conant*) sowie F. Haurowitz und 


HH. Waelsch‘) erklaren Himoglobin als komplexe Koordinations- 
'verbindung. Fiir die Bindung der prosthetischen Gruppe an 
Globin soll das Eisenatom wesentlich sein, es soll als Koordi- 
| nationszentrum fungieren. H. Fischer, A.Treibs und K. Zeile’) 
| betrachten Himoglobin als Molekiilverbindung von Him mit Globin. 


Nach der Absittigung von Haupt- und Nebenvalenzen des 


| Eisenatoms durch die vier Stickstoffgruppen sollten nicht mehr 
' dem Zentralatom, sondern dem Kisenstickstoffkomplex als einem 
' Ganzen die Restaffinitiiten zugeschrieben werden, die auBer der 
| Bindung von Sauerstoff, Kohlenoxyd und anderen die Symplex- 
 bildung mit Globin bewirken. 


Ks sind ja auch metallfreie Pigmente befihigt, Proteine zu binden. 
Weitere Gruppen. In seinen Betrachtungen iiber ,,Bio- 


_logische Aktivatoren und Hemmungsstoffe* wirft H. v. Euler®) 


1) Zusammenfassende Darstellungen: Chem. Reviews III, Nr. 4, Febr. 


1927, S. 403; The Harvey Lectures 28, 184 (1934). 


*) H. Sachs u. H. O. Behrens, Biochem. Z. 250, 352 (1932). 
*) J. of Biol. Chem. 57, 401 (1923); J. B. Conant u. L. F. Fieser, 


J. of biol. Chem. 62, 595 (1925). 


4) Diese Z. 182, 82 (1929); F. Haurowitz, ,,Chromoproteide“ in 


| C.Oppenheimers Handbuch der Biochemie des Menschen und der Tiere, 


2. Aufl., Ergiinzungswerk, 1. Bd., S. 370 (1933). 
*) Diese Z. 195, 1 (1930/31). 
°) Arkiv f. Kemi, Min. 0. Geol. 11A, Nr. 12 (1934). 
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die Frage auf, ,ob die aus Geweben leicht abtrennbaren, jy 
kleinen Mengen lebenswichtigen Substanzen auch in der lebendep 
Zelle frei sind oder etwa dort an EiweiB gebunden ihre Wirk. 
samkeit entfalten“. Hieran ankniipfend erinnert v. Euler an die 
Zusammenhiinge zwischen Vitamin- und Enzymnatur, an dep 
Hormon—EiweiBkomplex im Insulin und an das Thyroxin, ,,von 
welchem man iibrigens die Eiweiiverbindung — Thyreoglobulin — 
kennt. Sofern man die katalytische Wirkung solcher Stoffe be- 
tonen will, wiirde man sie geeignet als ,Vitazyme‘ bzw. ,Hormo- 
zyme‘ bezeichnen“. 

Kine Symplexbindung diirfte indessen im Falle des Thyro. 
xins nicht vorliegen, da Ch. R. Harington?) durch enzymatischen 
Abbau des Thyreoglobulins das Thyroxin als einen Aminosiiure- 
baustein seiner Peptidkette nachgewiesen hat. 


Wahrscheinlich ist es, daf Nukleoproteine und Lipo- 
proteine als Symplexe zu erkliiren sind. Neue und _ vielleicht 
die schénsten Beispiele sind Lyochrome und Lipochrome. 
Bei diesen machen optische Unterschiede die chemische Bindung an 
Protein sehr deutlich, wihrend sie beim Glykogen der Augenfiillic- 
keit entbehrt. Von diesen Pigmenten existieren wohl ihnlich wie 
bei den Enzymen und wie beim Glykogen desmo-Anteile. Die 
Symplexe werden selten solche stéchiometrische Konstanz wie 
Haimoglobin aufweisen. 


Das gelbe Oxydationsferment von O. Warburg und W. Chri- 
stian*) erleidet schon durch wiBrigen Methylalkohol bei 38° 
Zersetzung. Die — sei es an Eiweif8 oder an ein anderes 
Kolloid gebundene — Farbstoffkomponente (Flavin nach R. Kuhn) 
wird unter Verlust der Enzymeigenschaft vom kolloiden Triger 
abgelést. 

Lipochrome zerfallen iiberraschend leicht in prosthetische 
Gruppe und EiweiB. Nach R. Kuhn und E. Lederer’) schligt 
z. B. die tiefgriine kolloide Liésung eines Astazinderivates, des 
aus Hummereiern gewonnenen Chromoproteids, schon auf Zusatz 
von Alkohol oder Aceton in rot um, wobei gleichzeitig Eiweil 
ausflockt. 

) The thyroid gland, its chemistry and physiology, London 1933, 
S. 165. 

*) Naturw. 20, 688 u. 980 (1932); Biochem. Z. 254, 438 (1932); 257, 
492 (1933); 258, 496 (1933); 266, 377 (1933). 

°) Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933). 
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Zellulose mit Lignin. Die Monographie ,,Konstitution 
und Morphologie des Lignins“ von K. Freudenberg und W. Diirr’) 
yertritt die Auffassung: ,,Eine chemische Verkniipfung braucht 
also zur Erklirung nicht angenommen zu werden.“ Unsere Ver- 
suche tiber das Verhalten von Fichtenholz gegen Kupferoxyd- 
ammoniak, die gemeinsam mit KH. Ungar’) ausgefihrt und bis 
jetzt nur in seiner Dissertation verdfientlicht wurden, sprechen 
viel mehr zugunsten einer auf Restaffinititen der Komponenten 
bestehenden Bindung von Lignin an Cellulose. 

Bei hiufiger Einwirkung von Schweizers Reagens auf (nicht 
yorbehandeltes) Fichtenholz konnten Willstaitter und Ungar 
dieses in groBe Anteile von léslichen Cellulose-ligninsymplexen 
(Lignocellulosen) und in unldsliche Symplexe (36—37°/, des Aus- 
gangsmaterials) trennen. Unsere Folgerung war: ,,Holz scheint aus 
ligninarmen, cellulosereichen Teilen zu bestehen, die in Kupfer- 
oxydammoniak gehen, und aus celluloseirmeren, ligninreicheren, 
die zuriickbleiben.“ Und ,,mit ansteigendem Ligningehalt nimmt 
aber die Léslichkeit rapid ab“. 

Die Analogie mit dem tierischen Reservekohlehydrat ist 
iiberraschend. 

Stirke mit Kleber. Die mit KlebereiweiB innig ver- 
wachsenen Anteile der Starke, die sich von der Hauptmenge der 
Stiirke sehr leicht, aber vom Protein schwer trennen lassen, 
scheinen mit diesem ebenso zum Symplex verbunden zu sein, 
wie Glykogen mit Protein im tierischen Organismus. 


Experimenteller Teil. 


I. Die leicht ausziehbaren und die unloslichen Anteile des 
Glykogens. Verarbeitung des Organmaterials; Glykogenbestimmung. 
Fiir den Chemiker, dem keine Versuchstiere im Laboratorium 
zur Verfiigung stehen, ist es schwierig, die Organe sofort nach 
der Tétung zu erlangen. Bei gréBter Beschleunigung verliefen 
stets 20 Minuten, bis nach der Entblutung und nach der tier- 
‘irztlichen Priifung der Schlachttiere die Organe zur Verarbeitung 
kamen. In dieser Zeit ist die unvermeidliche Glykogenspaltung 
nicht zu stérend. Nach unseren Beobachtungen am Muskel 


1) In G. Kleins Handbuch der Pflanzenanalyse, ILI. Bd., 1. Hiilfte, 
8.125 u. zwar S. 156 (1932). 

*) Beitriige zur Kenntnis der verholzten Faser, Promotionsarbeit d. 
Techn. Hochschule Ziirich, 1914, 3. Kap., bes. S. 83 u. 95. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXV. 8 
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(Pferd, Tab. 4) trifft der Glykogenverlust durch postmortale Voy. 
ginge sowohl den unldéslichen wie den leicht léslichen Anteil. 


Die Glykogengehalte der Leber waren bei den untersuchtey | 


Siiugetieren (Kalb, Mastochse, Stier) auffallend niedrig. [ie 
Schlachttiere haben offenbar vor der Tétung gehungert. Diese 


Werte haben daher keine physiologische Bedeutung. Bein | 


Muskelfleisch sinkt der Glykogengehalt, wie bekannt, viel lang. 


meisten Versuchen vor, die Leber der Gans zu verarbeiten: hier 
war es meistens modglich, gute Fiitterung bis zur Stunde der 
Tétung durchzufiihren und wenige Minuten nach dem Tode die 
Leber zu verarbeiten. An Ort und Stelle wurde mit der Maschine 
die Leber schnell zerkleinert und der Brei gut in feste Kohlen- 
siure eingebettet. Die hart gefrorene, mit dem Hammer zer- 
schlagene Masse tibergossen wir fiir die Glykogenbestimmung 
mit siedender Kalilauge, zur Bestimmung der loslichen Anteile 
trugen wir sie in einzelnen Portionen in siedendes Wasser oder 
eiskalte Trichloressigsiure ein. 

Da alle Angaben der Physiologen ohne besondere Erwiihnung 
fiir wasserhaltige Organe gelten, miissen wir gleichfalls die 
Glykogengehalte auf das Frischmaterial beziehen. Der Wasser- 
gehalt der Leber schwankt aber in weiten Grenzen, in unseren 
Beispielen zwischen 58 und 70°/, (im Mittel von 14 Bestimmungen: 
66°/,). 

In manchen Fallen verarbeiteten wir acetongetrocknetes 
Organmaterial. Nach unseren Erfahrungen betrigt der Gehalt 
der Leber an acetonléslichen Lipoiden etwa 8°/,, die Gewichts- 
abnahme beim Entwissern und Entfetten also etwa 74°/,. Fir 
die Ermittlung der lyo- und desmo-Anteile ist es nicht belanglos, 
ob man ungetrocknete Organe, wie es in fast allen Fiillen ge- 
schah, oder getrocknete verwendet. Acetontrocknung hat zur 
Folge, daf ein Teil des in leicht léslicher Form vorhandenen 
Glykogens durch gerinnende Proteine gebunden und der Auf- 
lésung entzogen wird. Wir fanden z. B. beim erschépfenden Aus- 
ziehen einer, tbrigens nicht eiweiBreichen, Ginseleber mit 4°/,iger 
Trichloressigsiure 88°/,, bei gleichartiger Verarbeitung derselben 
Leber nach Acetontrocknung nur 70°/, vom Gesamtglykogen in 
léslicher Form. Bei eiweiBreicher Leber wire der Unterschied 
noch gréBer. 

Abkihlung mit Trockeneis bewirkt keine solche Veriinderung 
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der Proteine und des Glykogens. Beim Auftauen des gefrorenen 


Leberbreies pflegt der urspriingliche Zustand sich wieder her- 
gustellen. Es kam vor, daB danach alles Glykogen leicht in 
Lisung ging. 

Die Glykogenbestimmungen haben wir mit Organen und mit 
den unléslichen Organresten stets genau nach dem von EK. F. W. 
Pfliger’) aufs sorgfaltigste ausgearbeiteten Verfahren (nicht 
nach seiner abgekiirzten Bestimmungsweise) ausgefiihrt, also durch 
Auflésen in heiBer konzentrierter Kalilauge, Ausfillung mit 
Alkohol und Verzuckerung mit Mineralsiure. Nur fanden wir 
es besser, die Glykogenhydrolyse anstatt durch 3stiindiges Kochen 
mit 2,2°/,iger Salzsiure durch 21/, stiindiges Kochen mit n-Schwefel- 
siure zu bewirken, wodurch die Glucose vollkommener geschont 
wird. Die aus wiSrigen oder trichloressigsauren Ausziigen mit 
Alkohol gefillten Glykogenproteinpriparate bedurften fiir die 
Verzuckerung nicht des AufschlieBens mit konzentrierter Lauge. 
Wenn sie nicht ungewohnlich eiweiBreich sind, lassen. sie sich 
ohne weiteres durch Hydrolyse mit der verdiinnten Siiure be- 
stimmen. Natiirlich ist dann die EnteiweiBung mit Wolfram- 
siure nach O. Folin und H. Wu’) (unter Phosphatzusatz) von 
Wichtigkeit. 

Alle Angaben fiir Glykogen in der vorliegenden Arbeit be- 
deuten (nach Bertrand) gefundene Glucose, also nicht Glykogen 
selbst. Nach Pfliiger wird aus der Glucosezahl durch Multipli- 
zieren mit 0,927 (unter Voraussetzung von 97°/,iger Zucker- 
ausbeute bei der Hydrolyse) der Wert fiir Glykogen abgeleitet. 

Es bedarf kaum der Erwihnung, dafi die Glykogenbestim- 
mung in der Pfliigerschen Form zuverlissig und genau ist. 
Aber eine Fehlerquelle liegt darin, daB es nicht immer sicher 
gelinet, beim Behandeln mit Lésungsmitteln enzymatische Vor- 
singe auszuschlieBen. Beim EKintragen der tiefgekiihlten Leber 
in siedendes Wasser kann sich (namentlich, wenn die Menge 
Wasser knapp ist) ein gefiahrlicher Temperaturbereich und beim 
Behandeln mit Trichloressigsiure ein voriibergehend zu schwach 
saures Medium in der Organsubstanz einstellen. 

Gleichlaufende Versuche. Die gleichzeitig untersuchten 
Lebern yon Tieren derselben Art, die unter gleichen Bedingungen 
gehalten, namentlich gleich gefiittert waren, kénnen die gréBten 


) Das Glykogen, 2. Aufl., Bonn 1905, S. 67. 
*) J. of Biol. Chem. 38, 81 (1919). 
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Unterschiede aufweisen, wihrend man bei dem Organ von Tiere; 
verschiedener Arten keinen charakteristischen Unterschieden bp. 


gegnet. Die Ergebnisse sind wie Querschnitte durch ein Strémungs.}- 


system, durch sein Stauwerk, die nur scheinbar unter gleichey 


Bedingungen, in Wahrheit unter nicht vergleichbaren gelegt sind} 


Die Abweichungen erstreckten sich auf jeden Faktor, den wir ge. 


priift haben: Menge des Glykogens, Anteil des léslichen Glykogens f 
Verhiltnis des Glykogens zum EiweiB in den Ausziigen undf 


Fallungen. 


Wir untersuchten die Leber der Gans an 5 Paaren undf 


10 einzelnen Tieren. Bei einem Paar (Nr. 5 und 6) betrug der 
Glykogengehalt nur 0,53, bei einem anderen (Nr.9 und 10) 7,6° 
der Leber. Bei so niedtigen und bei so hohen Glykogenzahler 
miissen die Verhiltnisse bei den Kinzeltieren einander ganz ihn. 
lich gewesen sein. Es wire gefihrlich, sich darauf zu verlassen, 
Wir sogen rechtzeitig vor, nur noch mit einzelnen Versuchstieren 


zu arveiten. Dabei traten bei streng parallelen Versuchen folgend § 


Unterschiede auf: 


Leber der Ginse Nr. 13 und 14: 2,2 und 0,06°/, Glykogen 
“ mA » wee , 16:28 , Te, 
; - » ee, CO te., WY ‘s 

Die unléslichen Glykogenanteile in den Parallelversuchen 
betrugen: 

bei Nr. 15 0, bei 16> 50°. 

In den Glykogenproteinfillungen betrugen die Glykogen- 

gehalte: 
bei Nr. 15 86, bei 16 22°/, 
bei Nr. 19 683—84, bei 20 30%. 

Es: handelt sich darum, bei so groBen Unterschieden das 
Gevucinsame zu suchen. Die Werte fiir lyo- und desmo-Glykogen 
und fiir die Zusammensetzung der Glykogenproteinfillungen aus 
Blntleukocyten kénnten statt aus diesen ebenso gut vom Pferde- 
muskel oder von der Leber der Gans herriihren. 


isolierung von lyo-Glykogen mit Wasser und mit 


Trichloressigsaiure. Unsere Versuche, die mit vielen Varianten § 


ausgcfiihrt wurden, haben am Ende nicht ein ganz bestimmtes 
Verfahren ergeben, weil Zusammensetzung und Verhalten der Leber 
gegen Lisungsmittel stark variieren. In vielen Fallen geht in den 
1. Auszug in kurzer Zeit (15 Minuten) weitaus die Hauptmenge, 
in zwei Ausziige die Gesamtmenge des lésbaren Glykogens, in 
ui‘leren Beispielen finden sich in einem weiteren 3., 4. und 5. Aus- 
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qug sinkende, aber noch erhebliche Anteile, also weder leicht 
-extrahierbare, noch unldésliche. 


Es ist gut, die tiefgekiihlte Leber in Anteilen in siedendes 
Wasser so einzutragen, daB nicht die Temperatur voriibergehend be- 
deutend sinkt. Enzymwirkungen sollen vermieien und die Enzyme 
zerstort werden. Man nimmt zweckmibig die 5fache Menge Wasser. 
Das Erwirmen braucht nur 15—30 Minuten zu dauern. Die milchig 
opalisierende F'liissigkeit wird mit der Zentrifuge von den Organ- 
resten abgetrennt, und diese werden in der Zentrifuge mit heibem 
Wasser ausgewaschen. Den erkalteten Auszug fillt man unter 
Jusatz von ein wenig Calciumchlorid mit dem doppelten Volumen 
Alkohol. Zur Isolierung des weiBen, flockigen Niederschiags dient 
wieder die Zentrifuge. Mindestens nochmaliges Ausziehen mit der 
2—3 fachen Menge siedenden Wassers ist erforderlich. Wenn aber 
der zweite Auszug noch eine merkliche Fillung liefer. ist die 
Behandlung zur quantitativen Ermittlung des léslichen Anteils 
fortzusetzen. 

Zur Fraktionierung mit Trichloressigsiure eignet sich 2 (1,5 
bis 2,5)°/,ige Siiure, fiir nachfolgende Ausziige nur 1—1,5°/)ige, 
da das amphotere Organmaterial sich schon bei der ersten Kin- 
wirkung mit viel Siure beladen hat. Doppelte Gewichtsmenge der 
sauren Fliissigkeit ist ausreichend. Wir fanden es am besten, mit 
der Siure, was Konzentration und Menge betraf, so zu operieren, 
daB die Fliissigkeit ein p, von etwa 2,4 annimmt (2,4—38,4) und 
die Behandlung bei 0° durchzufiihren. 20—30 Minuten geniigen. 
So gehen beim erstenmal mitunter 95—99°/, des Gesamtglykoge. s, 
in anderen Fallen 75—90°/, des léslichen Glykogenanteils mit 
starker Opaleszenz in die Siure, ahnlich wie beim waBrigen Auszug. 
Die Flockung erfolgt schwieriger, wenn die Fliissigkeit schwacher 
sauer ist, zB. p, = 4. Das empfohlene Medium ist sauer genug, 
um enzymatische Vorginge auszuschlieBen, wie die Priifung auf 
amylolytische und katheptische Wirkung bestitigt hat. Die Ab- 
trennung und die Fallung mit Alkohol geschieht wie beim wib- 
rigen Auszug. 

Zum lyo-Glykogen gehéren auch die schwieriger peptisierbaren 
Anteile, die mitunter vorkommen, z. B. im 3. und den folgenden 
Ausziigen der nachstehenden Beispiele. 


Leber der Ginse Nr. 9 und 10. Vom Gesamtglykogen enthielten 


a) die wiBrigen Ausziige...... 1. 64, 2. 20, 8. 4, 4. 2%, 
b) die trichloressigsauren Ausziige 1. 70, 2. 23, 3. 5°/) 
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Leber der Gans Nr. 1. Trichloressigsiure nahm auf 1. 54, 2. 18, 3. 19 
4. 5, 5. 1, 6. 0,6°/) vom Glykogen. 


Ubereinstimmende Ergebnisse nach beiden Verfahren. Fir dif 
Trennung von lyo- und desmo-Glykogen pflegten die beiden Ve. 


fahren, EKinwirkung von siedendem Wasser und von eiskalter Ty. 
chloressigsiure, namentlich bei der angegebenen schonende, 
Arbeitsweise gut iibereinstimmende Werte zu ergeben. 

Leber der Gans Nr. 19. 1. wiBriger Auszug enthielt 74, 2. Auszug 14°, 


des gesamten Glykogens. 1.trichloressigsaurer Aus. — 


zug enthielt 76, 2. Auszug 15°/, des gesamten 
Glykogens. 


Muskel vom Pferd Nr.10. 1.und 2. wibriger Auszug enthielt 14 und 6°/, des ge. 
samten Glykogens. 1.und 2.trichloressigsaurer Aus. 
zug enthielt 15 und 5°/, des gesamten Glykogens, 

Die Analyse gewinnt dadurch an Sicherheit, da auch be. 
friedigende Ubereinstimmung mit Trichloressigsiure von gréBerer 
und geringerer Konzentration erzielt wird. In Vergleichsversuchen 
bewegte sich die Konzentration der Trichloressigsiiure zwischen 

1,5 und 2,8°/,, ihre Menge zwischen 2 und 5 Gewichtsteilen, der 

py-Bereich war 1,8—4,4. 

Leber der Gans Nr. 19. 1. Auszug mit Siure von p, = 2,8 enthielt 76, mit 
Siure von py = 1,8 77,4°/, vom Glykogen. 

Leber der Gans Nr. 15. 1. Auszug mit Siure von py = 4,4 enthielt 95, mit 

Siiure von py = 3,4 99°/, vom Glykogen. 

Ubereinstimmende Zusammensetzung der Glykogen- 
proteinsymplexe nach beiden Verfahren. Die Zusammen- 
setzung der Glykogenproteinfillungen aus verschiedenen Proben 
schwankte in sehr weiten Grenzen, nimlich von 8—94°/, Glykogen- 
gehalt. Ks ist hervorzuheben, da vergleichende Analysen der 
Glykogengehalte von Fiallungen aus wifrigen und aus trichloressig- 
sauren Ausziigen aus einem und demselben Organpriparat ihnliche 
oder wenigstens nicht stark differierende Zusammensetzung ergab. 

Leber der Gans Nr. 17. Die Fillung aus wiBrigem Auszug (nach 15 Minuten 
Kochen) enthielt 72, aus 1. trichloressigsaurem Aus- 
zug (gleiches Vol. 3,6°/,iger Siiure, py = 2,7) 66, aus 
2. trichloressigsaurem Auszug (py = 1,0) 70°/, Gly- 
kogen. 


Leber der Gans Nr. 19. Die Fillung aus wiBrigem Auszug (30 Minuten 
gekocht) enthielt 75, aus Trichloressigsiure von 
po = 1,6 84, aus Trichloressigsiure von py = 2,8 
63°/, Glykogen. 
In der staérkeren Siure ist ein Teil des Proteins koaguliert 
worden. 
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Die Fiallungen aus aufeinanderfolgenden wiBrigen (Leber 9 
ynd 10: 1. Fallung 79, 2. Fallung 75°/, Glykogen) oder trichlor- 
essigsauren Ausziigen (Leber 1 und 2: 1. Fiallung 63, 2. Fillung 
64°/,) hatten oft gleiche Zusammensetzung. 

Kigenschaften der Glykogenproteinsymplexe. Die 
Glykogenproteinfallungen, deren Zusammensetzung sich zwischen 
eiweibarm und eiweiBreich bewegt, bestehen hiautig zu 66—75°/, 
aus Glykogen. Dies ist bei der Verarbeitung der Leber der Fall, 
wenn das Versuchstier weder gehungert hat noch gemiistet war. 
Man kann solche Symplexe, namentlich frisch bereitete, ungetrock- 
nete, aus Wasser mit Alkohol umfillen, ohne daB sich ihre Zu- 
sammensetzung iindert. Die frisch dargestellte Fillung vom ersten 
wiBrigen Auszug (aus der Leber von Gans Nr. 18) lieS sich mit 
Wasser leicht peptisieren; wir befreiten die milchige Flissigkeit 
durch Zentrifugieren und Filtrieren von geringer flockiger Triibung, 
um von neuem mit dem doppelten Volumen Alkohol auszufillen. 
Vor dieser Umscheidung enthielt der Symplex 80,5, nach ihr 80°/, 
Glykogen. 

Ein anderes Priiparat mit 80°/, Glykogengehalt (Leber der Giinse 9 
und 10) gab auch nach lingerem Trocknen im Exsiccator riickstandslos mit 
Wasser eine opalisierende Lésung; sie lieferte mit Alkohol eine nur etwas 
eiweiBirmere Fallung (81,6°/, Glykogen). Beim Aufnehmen desselben Priipa- 
rates in Trichloressigsiiure und Erwirmen auf 30° schied sich langsam in 
24 Stunden ein kleiner Teil des Proteins in Fléckchen ab. Beim Aussalzen 
mit viel Ammonsulfat, Trocknen, Wiederaufnehmen mit Wasser, erneutem 
Aussalzen, Befreien von Sulfat durch Dialyse und Wiederabscheiden mit 
Alkohol stieg der Glykogengehalt (von 80) auf 87°/, an. 

Ein weiteres Glykogenproteinpriiparat (Leber der Gans Nr. 12), ein 
typisches mit 65°/, Glykogen, zeigte nach Trocknung beim Umscheiden An- 
stieg des Glykogengehalts auf 75, bei wiederholter Trocknung und Um- 
scheidung auf 83°). 

Fir die Bestindigkeit gegen Wasser und gegen Trichloressigsiure 
scheint es also wichtig zu sein, daB das Glykogenprotein nicht getrocknet 
wird. Die sehr eiweiBarmen Priiparate erweisen sich als viel bestindiger 
gegen Trichloressigsiure von py = 4,4—-2,4. Hingegen zersetzen sich die 
besonders eiweiBreichen Priparate sehr leicht; es kommt bei ihnen vor, daB 
schon die durch Zentrifugieren von den Organresten abgetrennten Sole mit 
feinen Fléckchen erfiillt sind. Gewoéhnlich fillt aus den trichloressigsauren 
Liésungen solcher Priparate, entsprechend ihrem EiweiSgehalt nach kiirzerem 
oder lingerem Stehen, Protein aus. 


Jodreaktion. Die glykogenirmsten Symplexe geben mit Jod 
nur Gelbfarbung, glykogenarme Priparate zeigen Orangefarbe, 
typische Symplexe z.B. mit 65—75°/, Glykogen geben dunkelrote 
Farbreaktion. 
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KiweiBreaktionen fallen bei solchen typischen Praparatey 
positiv, aber schwach aus: z. B. die Mercurisalznitritreaktion [ ver. 
besserte Millonprobe nach 8. W. Cole+)], Xanthoproteinprobe und 
Biuretreaktion. 


Proteolytische Freilegung von Glykogen aus dey § 


desmo-Anteilen. Aus einer bei E. Salkowski ausgefiihrtey 


Untersuchung von A. EK. Austin*) iiber die quantitative Analyse 


des Glykogens ist es bekannt, daf das in den ausgekochten Organ. 


resten noch enthaltene Glykogen durch Pepsin aufgeschlossey J 


werden kann und zwar bis auf einen kleinen Restbetrag. Nach 
Austin ist dafiir in der Regel 2tiigige Behandlung mit kiinstlichen 
Magensaft bei 40° erforderlich. In den von uns untersuchten 
Proben ist es weder mit Pepsin noch mit Papain bei langdauernder 
2maliger Behandlung gelungen, das festgelegte Glykogen in seiner 
ganzen Menge freizulegen. Der kolloide Trager ist also zum Teil 
sehr schwer angreifbar. 

Erstes Beispiel. Stierleber (Tier Nr. 2, Tab. 2), glykogenarm, 
verhiltnismaBig reich an desmo-Anteil. Die Organreste enthielten 
nach Ausziehen mit Trichloressigsiiure 2,26°/, vom Trockengewicht 
(im dann gegebenen Zustand) an Glykogen. 

a) Einwirkung von viel Pepsin—Salzsiiure, 2 Tage bei 30° 
Pp, = 1,8. In Lésung ging Glykogen entsprechend 27,5 mg Glucose 
d.i. 30°/,. Kine zweite Einwirkung von Pepsin mit doppelter 
Zeitdauer vermochte weiter die 1/, fache Menge Glykogen zu ent- 
binden: gef. 41,7 mg Glucose d. i. weitere 46°/,. 

b) mit dciostons Papain (2 Tage, 30°, p, = 4,7) gingen 34, 
bei Wiederholung mit doppelter Zeitdauer weitere 37°/, des desmo- 
Glykogens in die Lésung iiber. 

Zweites Beispiel. Leber der Giinse 3 und 4 (Tab. 3), 6 mal 
mit Trichloressigsiure ausgezogen, arm an desmo-Glykogen (16°), 
vom urspriinglichen Glykogen). Bei 2tigiger Einwirkung (p,, = 4,5, 
30°) von aktiviertem Papain gingen 54°/, des im Organrest noch 
vorhandenen (9°/, des urspriinglichen) Glykogens in Liésung. Ein 
gleichartiger Versuch mit Pepsin hatte ein etwas ungiinstigeres 
Ergebnis. 

II. Glykogen in der Leber und im Muskelfleisch. Unsere Beob- 
achtungen an Lebern von Ginsen und Siugetieren betreffen den 
Gehalt an Glykogen, und zwar seinen peptisierbaren und seinen 





) Practical physiological chemistry, 9. Aufi., 1933. 
?) Virchows Arch. 150, 185 (1897). 
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ynléslichen Anteil, und die Zusammensetzung der aus den Aus- 
ziigen gefallten Symplexe. Die Ergebnisse lassen sich, natiirlich 
ohne scharfe Grenzen, in drei Gruppen ordnen, die in den Tab. 1, 2 
und 3 zusammengestellt sind. 

Glykogenreiche Lebern (Tab. 1) enthielten in unseren Bei- 
spielen (nur von Ginsen) 4—8°/, vom Frischgewicht Glykogen, 
d.i. etwa 12—24°/, vom Trockengewicht. In 5 unter 6 Proben 
lieBen sich 90—100°/, vom Glykogen leicht ausziehen, nur in 
einem Fall betrug der Anteil von desmo-Glykogen iiber 30°/,. In 
den Ausziigen und Fillungen war das Glykogen von verhiltnis- 
miBig wenig Protein begleitet, der Symplex bestand nimlich zu 
65—90°/, aus Glykogen. 

Daraus ergibt sich, daB das Protein in glykogenreichen Lebern 
nicht ausreicht, um einen gréBeren Teil des Glykogens zu fixieren; 
das lésbare Glykogen beansprucht das verfiigbare Protein, und es 
bildet die itiberwiegende Komponente im Symplex. 

Ein wesentlich anderes Bild zeichnet die Tab. 2 von glykogen- 
armen Lebern, namlich solchen mit 0,5—1,3°/, Glykogen. Die Beob- 


- achtungen beziehen sich auf Giinse und Saugetiere. Der festgelegte 


Anteil von Glykogen ist hier immer hoch, zwischen 40 und etwa 
90°). Der Glykogenproteinsymplex aus glykogenverarmter Leber 
besteht itiberwiegend, niimlich zu 65 bis iiber 90°/,, aus Protein. 
Die Tab. 3 fiihrt Beispiele von Lebern mittleren Glykogen- 
gehalts an, niimlich zwischen 2,2 und 2,5°/, vom Frischgewicht. Hier 
werden die gréBten Verschiedenheiten angetroffen, hohe (73—79 °/,) 
und niedrige (35°/,) Anteile vom auflésbaren Glykogen, Symplexe 
mit einem hiiufig beobachteten, geradezu typischen Glykogen- 
gehalt (63—67°/,) und auch viel glykogenreichere. Diese Beispiele 
veranschaulichen offenbar verschiedenartige Ernihrungszustinde. 
Das Muskelfleisch (Tab. 4) zeigt in bezug auf den Gehalt an 
Glykogen und besonders hinsichtlich des Uberwiegens der unlés- 
lichen Form ein dhnliches Bild wie glykogenirmere Lebern. Dem- 
gemiB enthalten die Ausziige Symplexe von hohem Proteingehalt. 
III. Glykogen der Blutleukocyten. Von Leukocyten des Pferde- 
blutes (vgl. Tab. 4) untersuchten wir eine Einzelprobe und, was 
in diesem Falle angebracht war, eine Sammelprobe von 15,6 g 
Trockensubstanz aus 4 Darstellungen (Ende September und Anfang 
Oktober; Ausbeute 2,5 ¢ Frischleukocyten aus 1 Liter); es geniigt, 
dieses Beispiel niiher zu beschreiben. 
Die Leukocyten enthielten zufolge der Bestimmung nach 
Pfliiger 2,44°/, vom Trockengewicht, d.i. etwa 0,5°/, vom Frisch- 
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gewicht an Glykogen im ganzen. Nach unseren friiheren Beob. 
achtungen, nimlich durch Bestimmung des bei der Glykogenolyse 
entstehenden Zuckers, fiihren die Leukocyten des Pferdeblutes 
2—7, gewéhnlich 4—5°/, Glykogen, bezogen auf ihre Trocken- 
substanz. Nach der sorgtiltigen Untersuchung von J. de Haan}, 
und zwar nach der von ihm ausgearbeiteten Pfliiger-Mikro. 
bestimmung, bewegen sich die Glykogengehalte der Blutleukocyten 
von (5) Pferden in thnlichen Grenzen, nimlich zwischen 0,64 und 
1,52 ¢ vom Frischgewicht (d.i. etwa 3—7°/, vom Trockengewicht), 
In unserer VI. Abhandlung itiber Enzyme der Leukocyten war beim 
Vergleich dieser Werte leider nicht bemerkt worden, daB sich die 
Zahlen von de Haan auf Frischgewicht beziehen. Die Genauig- 
keit der Pfliiger-Bestimmung ist nicht zu bezweifeln. Aber der 
Vergleich zwischen den in der vorliegenden Arbeit direkt bestimmten 
Glykogengehalten der Leukocyten (Sammelprobe) und den aus der 
Glykogenolyse ermittelten héheren Durchschnittswerten gibt der 
Frage Raum, ob nicht in den Blutzellen auBer Glykogen noch 
dextrinartige Zwischenstufen der Glykogenolyse vorkommen, die 
nicht bei der Glykogenbestimmung, aber bei der enzymatischen 
Verzuckerung ins Gewicht fallen. 

Die Leukocyten (15,6 g) muSten in acetongetrocknetem Zu- 
stand mit Trichloressigsiure ausgezogen werden und zwar 1. mit 
300 ccm 3°/,iger Siure bei 0°, 45 Minuten, p, = 1,5; 2. mit 
200 ccm 2°/,iger Siure bei Zimmertemperatur, 1 Stunde, p,, = 1,4; 
3. ebenso 21/, Stunden lang. Diese Ausziige lieferten durch 
Fallung mit Alkohol und Verzuckerung 1. 92,5 mg; 2. 25,6 mg; 
3. unbestimmbar wenig Glucose. Der Gehalt an lyo-Glykogen 
betrug etwa 31°/, der Gesamtmenge. 

Die Glykogen-proteinfillung des ersten Auszugs enthielt 66, 
die des 2. 51°/, Glykogen. 

Die Zellreste lieferten nach Pfliiger 262 mg Glucose, d.i. 
1,7°/, des Leukocytentrockengewichts. Das desmo-Glykogen dieser 
Zellreste (69°/, der ganzen Menge) ist sehr schwer auflésbar. 
Davon gingen nimlich beim Behandeln mit 200 mg blausiure- 
aktiviertem Papain in 48 Stunden bei 30° nur fast ein Sechstel 
(15°/,) in Loésung. 

Fiir die freundliche Férderung unserer Untersuchung sind wir 
der ,,Rockefeller Foundation“ zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 





1) Biochem. Z. 128, 124 (1921). 
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Zur Kenntnis der Co-Zymase. I. 
Molekulargewicht. 


Von 
K. Myrbiick. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. April 1934.) 


In friheren Arbeiten aus diesem Laboratorium’) wurde 
gezeigt, daB hochgereinigte Co-Zymasepriparate aus Hefe im 
wesentlichen ein Mononucleotid enthalten, das bei der Desami- 
nierung durch Nitrit-Kisessig Inosinsiure gibt. Andererseits 
konnte das Nucleotid mit der Muskeladenylsiiure, die in den 
Girungsversuchen véllig inaktiv ist, nicht identisch sein, obgleich 
es in seinen chemischen EKigenschaften damit weitgehend iiber- 
einstimmt. Geschlossen wurde also, daB die Co-Zymase eine 
mononucleotidartige Verbindung ist, die bei chemischen Kingrifien 
(wie bei der Nitrit-Essigbehandlung) leicht in Muskeladenylsdure 
iibergeht. Man kénnte an Verschiebungen der Sauerstoffbriicke 
im Zuckerteil oder an innere Anhydridbildung oder dergleichen 
denken. Selbstverstiindlich war auch in Betracht zu ziehen, daB 
bei den in Frage kommenden Hingriffen irgend ein unbekannter 
Rest abgespalten werden konnte. Theoretisch sollte man durch 
eine Molekulargewichtsbestimmung leicht zwischen diesen Méglich- 
keiten unterscheiden kénnen. An relativ unreinen Priparaten 
hatten Euler, Myrbick und Nilsson?) durch die Methode der 
freien Diffusion ein Molekulargewicht von etwa 490 gefunden. 
Bei Versuchen mit hochgereinigten Lésungen zeigten sich groBe 
praktische Schwierigkeiten, so daB bei spiteren Untersuchungen 
Myrbick und Euler®) sich nur dahin fuBern konnten, ,,daB 


1) Myrbick u. Euler, Diese Z. 203, 143 (1931). — Myrbick, 
Euler u. Hellstrém, Diese Z. 212, 7 (1932). — Myrbick, Diese Z. 217, 
249 u. 220, 173 (1933). 

*) Diese Z. 168, 177 (1927). 

5) Diese Z. 203, 149 (1931). 


196 K. Myrbick, 


das Molekulargewicht der Co-Zymase nicht weit von 400 liegey 
kann“ und: ,,Die Versuche sind also sehr wohl mit der Annahie 
vereinbar, da die Co-Zymase ein Mononucleotid vom Typus de 
Adenylsiure ist.“ 


Bei meinen spiateren Arbeiten iiber die Co-Zymase, die dey 
Weg zeigen zu einer verinderten Auffassung von deren chemischer 
Natur, wurde eine méglichst genaue Bestimmung des Molekular. 
gewichtes immer notwendiger. Andere Methoden als die de 
Diffusion stehen aber noch nicht zur Verfiigung. Ich habe darun 
wieder an Co-Zymasepriiparate von hdheren Reinheitsgraden das 
Molekulargewicht nach der Methode von Oholm zu bestimmer 
versucht. 


Uber die Methodik der Diffusionsversuche wurde friiher berichtet, 
Saimtliche Versuche wurden in einem Kellerraum bei 20° ausgefiihrt. Bei 
Stoffen, deren Konzentration in den Schichten genau bestimmt werden 
kann, gibt die Methode gute Werte. Mit den Apparaten, die spiiter bei 
den Co-Zymase-Versuchen zur Anwendung kamen, wurden Versuche mit 
bekannten Stoffen zuerst ausgefiihrt. Beispiel: Rohrzucker. Aus der 
Diffusionskonstante k wurde das Molekulargewicht M durch die Forme! 
M = 49/k? berechnet. Aus den gemessenen Konzentrationen bekommt man 
aus den Tabellen von Kawalki die GréBe 2 und daraus die Diffusions- 
konstante bei 20° nach der Formel % = h?/k.t wo h die halbe Schichthihe 
in Zentimeter und ¢ die Diffusionszeit in Tagen bedeutet. 

















Rel. Stoffmengen in ) , 
Tage den Schichten , h A M gef. 
4,06 3370 0,1010 
2780 0,0860 0,380 0,376 348 
2165 0,0950 
1685 0,0965 








In folgenden Versuchen wird nur das Mittel der x-Werte 
angefiihrt. 




















Tage h x i M gef. 

1,07 0,380 0,365 0,368 361 

1,77 0,400 0,237 0,383 334 

1,94 0,400 0,218 0,387 327 M (Mittel) 345 
3,72 0,535 0,210 0,366 366 

5,80 0,880 0,350 0,382 336 


Die Diffusionsmethode ist also an sich geniigend genau, bei 
der Co-Zymase liegen aber die Schwierigkeiten wo anders. Erstens 
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‘kann die Co-Zymasemenge in den Schichten nicht geniigend 
genau bestimmt werden. Fiir eine biologische Methode muf zwar 


die Bestimmung der Co-Zymase als ziemlich genau betrachtet 
werden, in diesem Fall wire aber eine noch gréBere Genauigkeit 
winschenswert. Zweitens muf man bei den reineren Priparaten 


mit einer gewissen Inaktivierung des Co-Enzyms wihrend den 


langen Versuchszeiten bei der relativ hohen Temperatur rechnen. 
Wie sich die Inaktivierung auf die 4 Schichten verteilt, ist un- 
miglich zu sagen. Moéglicherweise ist die Inaktivierung in den 
verdiinntesten Lésungen am stirksten. Dies wiirde ein zu hohes 
Molekulargewicht vortiuschen. Drittens ist die Co-Zymase eine 
ziemlich starke Siiure, ist also in der wiBrigen Lésung in die 
eroBen Anionen und H-lonen gespalten. Da die H-Ionen schneller 
diffundieren, entsteht eine elektrische Attraktion, die eine zu 
srobe Diffusionsgeschwindigkeit der Anionen bedingt und also 
ein zu kleines Molekulargewicht. Diesem Fehler entgeht man 
zwar, wenn man die Diffusion in einer einigermafen konzentrierten 
Neutralsalzlésung statt in Wasser vornimmt, andererseits ist dies 
bei der Co-Zymase aus dem Grunde kaum méglich, daB bei den 
Girungsversuchen alle in Frage kommenden Salze stark hemmen. 
Immerhin sind einige der folgenden Versuche in Kochsalzlésungen 
bis zu 5°/,) ausgefiihrt. Zwischen diesen Versuchen und den mit 
reinem Wasser zeigten sich kaum Unterschiede. 

Die Co-Zymase in den Schichten des Diffusionsapparates 
wird durch Girungsversuche bestimmt. Um eine méglichst gut 
nmebbare Girung zu bekommen habe ich dabei mehr Apozymase 
als sonst zugesetzt. Die girende Mischung hatte folgende Zu- 
sammensetzung: 


0,4 g Apo-Zymase, 

0,5 cem 10°/, Phosphatpuffer, py = 6,4, 

0,1 cem 5 °/, Na-Salz der Hexose-di-Phosphorsiure, 
0,1 g Glucose, 

Co-Zymaselésung, 

Wasser zu 2 ccm Fliissigkeit. 


Sonst werden die Versuche wie friiher beschrieben aus- 
gefiihrt. Wegen einer eventuellen, immer aber sehr kleinen Selbst- 
girung, wird korrigiert. 3—10 Girungsversuche pro Schicht. Die 
relative Co-Zymasemenge ist das Mittel der aus den Girungs- 
versuchen erhaltenen Werte der Co-Einheiten pro Kubikzenti- 


meter, 
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Die Co-Zymaselésungen wurden aus Biickerhefe in der friiher php. 
schriebenen Weise gewonnen. Sie hatten ACo-Werte von 10000—80000, 
Zwischen Priparaten verschiedenen Reinheitsgrades zeigten sich kein. 
deutlichen Unterschiede. 


Von den Versuchen sei nur einer ausfiihrlicher wiedergegeben. 


Diffusionszeit 3,00 Tage. Halbe Schichthéhe 0,380 cm. 

















i Rel. 
Schicht Co-Einheiten pro ccm Co-Zymase- . 
nach den Giirversuchen menge 
I 70; 66; 62; 61 405 0,157 
Il 50; 48; 48; 45 299 0,130 
il 29; 27,5; 27 174 0,176 
IV 22; 20; 18; 19 123 0,135 


Als Mittel der 2-Werte bekommt man 0,150. Diffusionskonstante 0,320 


eammees sas ) 





und Molekulargewicht 480. Die Ubereinstimmung zwischen den Schichten 
ist also nicht besonders gut, was wohl gréBtenteils mit Zerstérung de 
Co-Zymase zusammenhingt. Einige weitere Versuche sind in folgender 
Tabelle (S. 129) zusammengefaBt. 


Die Tabelle zeigt, dafi die gefundenen Werte des Molekular-f 
gewichtes keine besonders gute Ubereinstimmung aufweisen. Dies 


konnte auch aus den oben besprochenen Griinden nicht erwartet 
werden. Immerhin sind die Versuche nicht ohne Interesse. Ks 
wird namlich aufBer jeden Zweifel gestellt, daB das Molekular- 
gewicht der Co-Zymase nicht so niedrig sein kann wie das der 
Muskeladenylsiure (347). Die Versuche zeigen, auch wenn die 
Ubereinstimmung weniger gut ist, daB es wenigstens 450 be- 
tragen mu. Vielleicht kénnte man sogar behaupten, dab es 
nicht sehr weit von 500 legen diirfte. Dafiir sprechen ja auch 
die erwihnten dlteren Versuche. Diese waren zwar mit ziemlich 
unreinen Lésungen ausgefiihrt, andererseits zeigt das Co-Enzym 
in den unreinen Lésungen eine griBere Stabilitiit, so dab 
eine Zerstérung wihrend der Diffusion vermutlich weniger ein- 
gewirkt hat. 

Beziiglich der chemischen Natur der Co-Zymase ist aus 


obigen Ergebnissen folgendes zu schlieBen: Entweder hat dicf 


Co-Zymase mit der in den Priparaten vorkommenden Adenyl- 


siure nichts zu tun, wobei anzunehmen ist, daB der aktive Stofif 


nur den kleineren Teil der besten Priparate ausmacht, oder es 
mui angenommen werden, dai die Co-Zymase eine Verbindung 
ist zwischen einem Mononucleotid (¢-Adenylsiure) und einem noch 
unbekannten zweiten Stoff. Wie in einer kommenden Arbeit 
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Zur Kenntnis der Co-Zymase. [. 129 
riiher hae CSS Yer eRe: Cn 
“agp be j Rel. Co-Zymase- 
ints a h menge in x k M gef. 
ch keing den Schichten 
- Seaseasepesnescieen SE = ~ a 
en, 2.68 0,400 481 0,244 
——. 63 0,217 
2.88 0,380 444 0,197 
ad 288 -~ 
185 0,153 0,283 6104) 
84 0,183 
157 ‘ ive] € Or 
130 3,68 0,380 350 0,110 
176 319 — 
« 190 0,143 0,318 490 
135 , 
142 0,117 
chichten 172 at 0,338 430 
ung der 89 0,175 
olgender ' 
2,69 0,400 464 0,221 
325 — 
ekular- 146 0,242 0,265 700 *) 
. Diesk 69 0,214 
rwartet 3,06 0,400 433 0,185 
315 0,181 aiae ner 
e. Kis 165 0,197 — _ 
ekular- 88 0,176 
las der— 3,89 0,380 394 0,146 
: 290 — 
nn die 195 0,133 0,269 670 
0 be- 121 0,136 
laB esf 5,02 0,535 446 0,199 
1» auch 326 ue 
e 2? QY27 | = 35 
emlich = oi 0,275 650 
yn ZyM (i 
an) 1,88 0,380 467 0,225 
» dab 346 — 
r eln- 133 0,275 0,318 500 
54 0,235 
s eo =Btt 0,540 535 0,329 
: 290 — 
it die F 120 0,314 0,313 500 
denyl- 55 0,236 
: Stoff 1 he ° * aa ° 
1 i ) Diese Versuche wurden in Kochsalzlésung ausgefiihrt. DaB sie 
ler eS  ziemlich hohe Werte gegeben haben, mu8 nicht notwendigerweise mit der 
idung Ausschaltung des Einflusses der Ionisation zusammenhingen, sondern be- 
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\rbeit F 

































ruht wahrscheinlicher darauf, daB die hemmende Wirkung des NaCl in 


den verdiinnteren Lésungen (den oberen Schichten) am gréBten ist. Uber- 
haupt haben diese Versuche weniger Wert. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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gezeigt werden soll, ist das letzte der Fall. 
hervorgehoben werden, daB dieser zweite Stoff mit Pyrophospha fh 


K. Myrbick, Zur Kenntnis der Co-Zymase. I. 


Schon hier kan 


nichts zu tun hat, und daB also die Co-Zymase das erste Bei. 
spiel von einer neuen Klasse von Verbindungen sein diirfte, 


Garungshemmung durch NaCl. 
Beispiel: Gewoéhnliche Mischung. 


In simtlichen Versuchen diese]}, 


Co-Zymasemenge, steigende Mengen NaCl, Volumen iiberall 2 ccm. 





o/, NaCl 





ecm CO, nach Minuten 

















45 7 | (105 
1,6 32 | 4,8 
1,1 28 | 3,4 
0,5 14 | 2,0 
0,4 06. | 1, 


135 


6,9 


5,2 
2,8 
1,3 





eee, 


ccm 


CO, /Stunde 


3,5 
2,8 
1,3 
0,6 


Schon bei etwa 1,2°/, Kochsalz ist also die Geschwindigkeit 
auf die Hilfte herabgesetzt. 
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Zur Kenntnis der Co-Zymase. II. 


Isolierung. 
Von 


K. Myrbiick und Henry Larsson. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. April 1934.) 


Im folgenden soll iiber einige neue Erfahrungen bei den Ver- 
suchen zur Reindarstellung des Giarungs-Co-Enzyms und _iiber 


| einige Kigenschaften der gewonnenen Priparate berichtet werden. 
' Bei den Isolierungsversuchen wurde von der friiher oft erwihnten 
PreBhefe R ausgegangen'). Daraus wurde mit 75—30 gradigem 
Wasser ein Extrakt hergestellt. Siamtliche Lisungen wurden 
‘unter Toluol aufbewahrt, die reineren im Eisschrank. Aus den 
 Extrakten werden Begleitstoffe mit Bleiacetat unter Vermeidung 
} eines Uberschusses entfernt. Co-Zymase fillt dabei nicht mit. 
| Ohne die in der Filtraten vorhandene kleine Bleimenge zu ent- 


fernen, wird mit Quecksilbernitrat unter Abstumpfen der freien 


 Siure, vollstindig gefallt und aus dem Niederschlag die Co-Zymase 
uebst Verunreinigungen mit H,S in Lésung gebracit. 


Ks wurde, um die Arbeit mit den groBen H,S-Mengen 
miglicherweise zu vermeiden, versucht, die Co-Zymase statt mit Hg 
mit Bleiacetat + Alkali zu fallen, wobei der Niederschlag mit 


| H,SO, zersetzt werden kann. Vor vielen Jahren wurde mit Hefe 
| gearbeitet?), die nach dieser Arbeitsweise gute Ausbeuten an 


(o-Zymase ergab, spiter wurden aber die Ausbeuten so schlecht, 


'daB zu der Quecksilbermethode zuriickgegangen werden muBte. 


Offenbar ist die Art des Ausgangsmaterials fiir den Ausfall ver- 
schiedener Reinigungsoperationen von gréBter Bedeutung (vgl. auch 
unten), Mit der jetzt zu Gebote stehenden Hefe konnten mit der 


| alkalischen Bleifallung auch keine sehr befriedigenden Ausbeuten 


1) Fir die Uberlassung groBer Mengen von PreS8hefe sind wir Stock- 
_ holms Norra Jistfabrik zu groBem Dank verpflichtet. 
*) Vel. z. B. Euler u. Myrbick, Diese Z. 136, 107 (1924). 

Q* 
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erreicht werden, am besten gelang die Fallung mit Bleiacetat + 
Baryt. So wurden beispielsweise aus 5 kg PreBhefe 16 Lite 
Extrakt gewonnen, das 20 Co-Einheiten pro Kubikzentimeter ent. 
hielt. Mit etwa 1 Liter Bleiacetatlésung (700 g Salz + 1000 Hj 
wurde vollstiindige Fillung erreicht. Noch 1 Liter Bleilésun, 
wurde zugesetzt. Von dem klaren Filtrat wurden je 2 Liter nj 
heif gesittigter Barytlésung gefillt. Die Niederschlige wurde 
mit H,SO, zersetzt und die Co-Zymasemenge in den Filtrate, 
bestimmt. Beispiel: 





mane 




















Pa bei der sented ecm Extrakt Co pro cem Ausbeute °%), 
hes: 8 300 13 10 
» 958 300 30 25 
. 10,5 500 40 50 
, 2 1000 27 68 











In der Mehrzahl der Fille blieb indessen die Ausbeute viel 
kleiner. AuBerdem waren die Lisungen aus den alkalischen Blei- 
niederschligen nachher schwieriger zu verarbeiten. 

Die aus den Quecksilberniederschligen erhaltenen Lésungen 
wurden nach Enitfernen des H,S stark angesiiuert und mit 
Phosphorwolframsiure vollstindig gefillt. Aus den gewaschenen 
Niederschlagen wurde die Phosphorwolframsiiure nach van Slyke 
entfernt. Eventuell wurde dann nach Entfernen der Schwetel- 
siure mit Pikrinsiure gefillt und die Restlésungen nach Aus- 
ithern der iiberschiissigen Pikrinsiiure aus der salpetersauren 
Lésung mit AgNO, gefallt. Das Filtrat wird mit NH, zur maxi- 
malen Fallung versetzt und aus dem gewaschenen Niederschlag 
die Co- Zymase durch H,S in Freiheit gesetzt. Die so erhaltenen 
Lisungen, die mit den friher boodirecbainat vergleichbar sind, 
cathalten in groBer Menge das Mononucleotid, das bei der Kis- 
essig—Nitritbehandlung Inosinsiiure gibt. Beispiele: 

1. Lésung 153 enthielt 330 Co-Kinheiten pro Kubikzentimeter und 
5,10 mg Trockensubstanz. Reinheitsgrad also ACo = 65000. Das Priiparat 
enthielt 5,21°/, P, was einem Adenylsiuregehalt von etwa 59°/, entspricht. 
Mit diesem Priiparat wurden Versuche mit Nierenphosphatase angestellt, dic 
in Ubereinstimmung mit fritheren Befunden zeigten, daB mit der Phosphat- 
abspaltung parallel die Co-Zymase inaktiviert wird’). 

2. Priparat 155; 415 Co; 8,90 mg Trockengewicht pro Kubikzenti- 


meter; ACo = 47000, P-Gehalt 6,03°/,.. Versucht wurde aus diesem Priiparat 





1) Myrbick, Diese Z. 217, 249 (1933). 
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' Alkaloidsalze zu erhalten. Simtliche untersuchten Salze waren aber in 


Wasser so léslich, daB ihre Abscheidung in krystallisierter Form nicht ge- 


lang. Untersuchungen, iiber die spiter berichtet werden soll, haben iibrigens 
 gezeigt, daB die sauren Eigenschaften des in den Priparaten vorhandenen 
 Nucleotids so abgeschwiicht sind, dab die starke Hydrolyse der Salze ohne 
 weiteres erklirlich ist. Es wurde weiter versucht aus diesem Priparat mit 
 Reineckesalz, Pikrinsiiure und Flaviansiure Verbindungen zu erhalten. Die 
- genannten Substanzen fiillen aber auch aus stark konzentrierten Co-Zymase- 


jjsungen nichts. 


3. Priparat 157 enthielt 200 Co und 3,52 mg Trockengewicht pro 


Kubikzentimeter. ACo = 56000. Phosphorgehalt 5,79°/,. Daraus wurde in 
' der frither beschriebenen Weise’) ein Ba-Salz erhalten, Léslich in wenig 
| Wasser, unléslich in Alkohol. 35°/, Ba. 


4, Priparat 162 mit ACo = 41000 enthielt 4,72°/, P. 
214 ,, ACo= 45000 ,, 5,05%, P. 
229 , ACo =37000 ,, 3,429), P. 
. 265 , ACo = 42000 se, 5,48, P. 
>» Aus einem wie oben gewonnenen Priiparate wurde die Co-Zymase 


99 


99 


' mit Hg-Acetat gefallt und daraus mit H,S die Lésung 275 erhalten. 
| Reinheitsgrad ACo = 81000. Phosphorgehalt 7,92°/,. Mit diesem Priparat 
| wurde die Titrationskurve der Co-Zymase festgelegt. Vgl. eine folgende 
| Arbeit. 


Aus den nach der oben geschilderten Methode erhaltenen 


_ Priparaten konnten in gewissen Fallen wesentlich aktivere Lésungen 
| durch eine erneute traktionierte Bleifillung erhalten werden. Bei 
den vorgereinigten Lésungen (ACo > 20000) ist die Fiallung mit 


Blei in alkalischer Lésung ohne Schwierigkeiten ausfiihrbar. 


 Beispiel: 


1. 100 ccm der Lésung 134 mit 180 Co/eem und ACo = 30000 wurden 
mit 10 cem 2 mol.-Bleiacetatlésung versetzt. Schwache Triibung. Baryt 


wurde zugesetzt bis die Lésung py = etwa 7 zeigte. Aus dem gelblichen 
| Niederschlage wurde die Lésung 135 erhalten. Mit mehr Baryt (py = 
_ etwa 9) kam ein weiBer Niederschlag, der die Liésung 136 gab. Das von 


Pb und Ba befreite Filtrat = Lésung 137 














Lésung Co/eem Tr.-Gew./eem ACo 
135 60 3,0 20000 
136 140 2,1 mg 67000 
137 32 4,0 8000 


2. Oben erwihnte Lisung 229 mit ACo 37000 und 3,42%/, P wurde 
in derselben Weise fraktioniert. Aus 200 eem wurde erhalten 


1) Vel. z. B. Diese Z. 198, 219 (1931). 
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Pp bei der Trocken- ; 

Fillung Cojecm Gew./ecm ACo "ly P 
45cem Lésung 230 6 — 0,6 mg 
45 ecm ” 231 6,5 20 1,24 16000 
45 cem ‘ 232 7,5 120 2,00 60000 6,70 
60cem ,, 233 8.3 410 3,18 128000 6,99 
50cem 4 234 9 320 2,62 122.000 5,76 


Die Lésung 234 enthielt etwas Ba, so daB sowohl Aktivitiit wie 

















Phosphorgehalt in Wirklichkeit etwa 20°/, héher sind. Ein Phosphorgeha| 
von 7°/, entspricht einem Molekulargewicht von etwa 450. 


Die Lésungen 233 und 234 wurden gemischt und erneut mit Blei un 
Baryt fraktioniert gefillt. Erhalten wurde 




















Pr bei der ™ Trocken- je 
Fillung ayer Gew./eem me in P 
10 ccm Lésung 240 6,5 15 
10 ccm * 241 7 40 
60cem __s,, 242 8,4 340 1,90 mg 179000 7,95 
200 cem Filtrat 243 — D 


Das Priparat 242 diirfte das reinste bisher gewonnene sein. Sein 
Phosphorgehalt ist auch hoch und entspricht einem Molekulargewicht vou 
etwa 400 (vgl. die durch Diffusionsmessungen gewonnenen Werte). Da: 
Priparat wurde u. a. zur Bestimmung der Elektrotitrationskurve verbraucht. 
Weiter wurde die Abspaltung der Phosphorsiiure bei saurer Hydrolyse ge- 
messen. Dabei kam auch eine andere Lisung zur Verwendung: In der 
gewohnlichen Weise wurde aus Hefe die Lisung 245 mit ACo 36000 er. 
halten, daraus durch Fraktionierung mit Pb und Ba Lésung 248 mit 
ACo 57000 und 3,92°/, P, daraus durch eine wiederholte Fraktionierung 
Lésung 249, mit dem Phosphorgehalt 5,68°/, und derselben Aktivitit 
ACo = 57000. Die Lésungen wurden nun mit dem gleichen Volumen 
2 n-H,SO, versetzt und in geschlossenen GefiBen im kochenden Wasserbade 
erhitzt. In entnommenen Proben wurde die freie Phosphorsiiure nach 
Embden bestimmt. 








Hydrolysezeit |_ fo Pefret 
Stunden Lésung 242 | Lésung 249 

0,17 4,8 | 
1 23,7 | 
2,9 38,7 | 
2.75 | 39,0 
6,75 68,4 | 
8 61,4 

24 96,0 
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Bei der Hydrolyse in normaler Siiure wird also allmahlich alle Phos- 
horsiure frei. Die Abspaltung geht jedoch sehr langsam. In dieser Hin- 
sicht stimmt also, wie auch friiher hervorgehoben wurde, die Co-Zymase 
mit der Muskeladenylsiure bzw. Inosinsiure iiberein und unterscheidet sich 
yon den Purinnucleotiden aus Hefenucleinsiure. Aus der Tabelle ist, be- 
sonders wenn man eine Spaltkurve aufzeichnet, ersichtlich, daB die Spaltung 
kontinuierlich verliuft, so daB kein Grund vorliegt anzunehmen, daB in 
der Co-Zymase der Phosphor in verschiedenen Bindungsarten vorkommen 
sollte. 

3 Aus 5kg Hefe wurde in gewéhnlicher Weise 190 ccm einer 
Lisung 265 mit 410 Co pro Kubikzentimeter erhalten. Das Trockengewicht 


_ war 9,9 mg/eem, ACo also 42000. Die Lésung wurde mit Pb und Ba in 


4 Fraktionen zerlegt. Die zwei besten sind folgenderweise charakterisiert: 


Lésung 268 ACo = 44000 P-Gehalt 6,40 °/, N-Gehalt 13,1 °/, 
, 269  ACo = 47000 » 6,29 » -:18,4 


Diese 2 Lésungen wurden gemischt und wieder in 5 Fraktionen zerlegt. 























n bei der Trocken- 0/ 
Pihallung Cojeem | Gow. /eem ACo lo P 
50cem Lésung 270 6 wenig 
50eem 4, 271 6,6 85 2,0 mg | 42500 | 5,93 
50cem 4, 272 7,5 190 245 ,, 77000 | 7,60 
s0eem  ,, 278 8,3 150 2,25 ,, 67000 | 7,61 
30 eem ‘ 274 9,5 wenig 


Auch mit diesen Lésungen wurden Titrationskurven u. a. festgestellt, 
woriiber spiter berichtet werden soll. 

4. Aus einem Priparat mit ACo 40000 wurden in ihnlicher Weise 
4Fraktionen gewonnen. In der 3. Fraktion fand sich beinahe alle Akti- 
vitit. Diese Fraktion 278 enthielt 360 Co und 2,10 mg Trockengewicht 
pro Kubikzentimeter und hatte ACo = 172000, gehért also zu den reinsten. 
Der Phosphorgehalt war 7,70 °/, und der Stickstoffgehalt 15,4 °/). 


5. Ein Priparat mit ACo = 50000 wurde in 4 Fraktionen zerlegt. 
Die vierte war mit ACo = 80000 viel aktiver als die anderen. Diese Frak- 
tion 283 enthielt 6,24°/, P und 15,5°/, N. (Simtliche N-Bestimmungen 
sind Mikro-Kjeldahl.) Die Lésung 283 wurde wieder in 4 Fraktionen zer- 
legt. Die zwei mittleren waren die besten: 


Liésung 285 zeigte ACo = 70000 
286 ,, ACo = 93000 und enthielt 7,78 °/, P und 14,95 °/, N. 


° 


Wir wollen nicht unterlassen zu erwihnen, daB in gewissen 
Killen die oben angegebene Methode der Vorreinigung auch in 
unseren Hinden vollig versagt hat. Wir sind der Ansicht, daB 
die Ursache dazu in der Hefe liegt. Unter allen Umstiinden 
sind die Verluste an Aktivitit bei der Gewinnung der reinsten 
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Priparate betrichtlich, Von den groBen Niederschligen, di 
wiederholt aus den Liésungen entfernt werden miissen, wird a) 
und zu viel Co-Zymase mitgerissen. In einigen Fallen habe, 
wir geglaubt, daB bei Entfairben der Lésungen mit Tierkohle viel 
Co-Zymase adsorbiert wurde. Dies ist aber, wenn in saurer 
Liésung gearbeitet wird nicht der Fall. Sonst scheint man bis 
jetzt nie ganz sicher sein zu kénnen, daB nicht die aktive Sub. 


stanz bei der Fraktionierung in eine falsche Fraktion geriit. Sy) § 


wurden beispielsweise eine Zeitlang beinahe inaktive Priiparate 
nach der iiblichen Methode erhalten. Es zeigte sich dann nach 
vielen vergeblichen Versuchen, dai die Co-Zymase aus den mit 
Blei, Hg und Phosphorwolframsiiure vorgereinigten Lisungen wit 
dem Pikrinsdureniederschlag beinahe ganz entfernt wurde, obgleici 
reinere Priparate aus derselben Hefe auch in viel konzentrierterer 
Lésung keine Spur von Fillung mit Pikrinsiure gaben. Die 
Hefe, die wir gegenwirtig zu den Reinigungsversuchen nehmen, 
gibt Extrakte, aus denen nach der Vorreinigung Pikrinsiure so 
wenig niederschlagt, daB wir im allgemeinen von Pikrinsiure- 
behandlung absehen. 

In den Fallen, wo die Aktivitét in die Pikrinsiurefallung 
gelangte, wurde festgestellt, dab in den Niederschligen auch die 
erwartete Phosphormenge vorhanden war. 


Mit Hinsicht auf die Verwendbarkeit des Benzidins als 
Fallungsmittel fiir Kohlehydratphosphorsiureester, wurde versucht, 
ein Benzidinsalz der Co-Zymase zu gewinnen. Bei Zusatz von 
Benzidinacetat zu Lisung 214 mit ACo = 45000 entstand eine 
teilweise krystallisierte Fiallung. Sowohl Niederschlag als Rest- 
lésung wurde mit H,N und Ather von Benzidin befreit und ihre 
Aktivitét bestimmt. Dabei zeigte sich, daB alle Aktivitit in der 
Restlésung wiedergefunden werden konnte. Aus der Restlésung 
wurde durch 2malige Silberfillung ein Co-Zymasepriiparat ge- 
wonnen, das aber keine gréfere Aktivitiit besaB als die in der 
normalen Weise hergestellten. | 


Uber die Eigenschaften der gewonnenen reinsten Co-Zymase- 
praparate kann noch folgendes mitgeteilt werden. Die Lésungen 
drehen schwach links. So drehte die 0,51°/,ige Lisung 153 im 
5cm-Rohr — 0°,, (Hg-Licht). Die spezifische Drehung ist also 
etwa — 70° Im allgemeinen haben aber die Lisungen kleinere 
Werte ergeben. 
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Da in die Priparate ohne Zweiiel eine Adenylsiiure vom 
‘Typus der Muskeladenylsiure eingeht, so war zu erwarten, dab 
die Lésungen die von Klimek und Parnas!) entdeckte Farb- 
reaktion mit Kupfer und Natronlauge geben sollte. Dies ist auch 
der Fall. Beispiel: 1 com der Lésung 233 mit ACo = 128000 
wurde mit 2 Tropfen 4°/, CuSO,-Lésung und 4 Tropfen 0,6 n- 


NaOH versetzt. Dabei entstand eine tiefblaue Liésung ohne 


Viederschlag. 

Wenn statt der Co-Zymase Wasser oder eine Hefeadenyl- 
siureldsung genommen wurde, entstand unter denselben Be- 
dingungen ein hellblauer Niederschlag in der ungefirbten Lésung. 
Zusatz von mehr CuSO, und Lauge iinderte nichts. Durch 
Kochen inaktivierte Co-Zymaselésungen gahen wie zu erwarten 
war die Reaktion in derselben Weise. In diesem Zusammen- 
hang sei darauf hingewiesen, daB die Muskeladenylsiure deren 
Vorkommen in Hefe durch unsere Isolierung der Inosinsiure 
nach der Desaminierung wohl als bewiesen angesehen werden 
konnte, dann auch direkt aus Hefe von F. Lindner gewonnen 
worden ist’), 

Der Gehalt unserer Priparate an {-Adenylsiure erklart 
selbstverstiindlich durch die d-Ribose die Kohlehydratreaktionen 
der Co-Zymasepriparate. Folgendes kann noch erwihnt werden. 
Mit Phloroglucin und Salzsiiure geben t-Adenylsiiure und Co- 
Zymase dieselbe Reaktion. Die Reaktion der t-Adenylsiure ist 
auf gleiche Gewichtsmengen bezogen stiirker, was ja auch zu er- 
warten war’), Mit Resorcin geben die Co-Zymasepriiparate keine 
Reaktion. Wenn gleiche Mengen von {-Adenylsiiure und Co- 
Zymase (untersucht wurde z. B. das Priiparat 182, ACo = 65000) 
mit Orein und Salzsiiure erhitzt werden, so gibt die t-Adenylsiure 
eine violette, die Co-Zymase eine griine Farbe. Beide Farben 
gehen unveriindert in Amylalkohol. Wenn  konzentriertere 
Lésungen der beiden Substanzen mit Orcin und HCl gekocht 
werden, entsteht zuerst die violett bzw. griine Farbe, dann setzt 
sich in beiden Fallen ein dunkelgriiner Niederschlag ab, der 
in Alkohol mit blauer, schnell schmutzig werdender Farbe lés- 
lich ist. 


1) Biochem. Z. 252, 392 (1932); Diese Z. 217, 75; 218, 30 (1933). 

*) Diese Z. 218, 12 (1933). 

‘) Proben von ¢-Adenylsiure und Adenosintriphosphat wurden liebens- 
wiirdigerweise von Dr. K. Lohmann, Heidelberg zur Verfiigung gestellt, 
woftir auch hier bestens gedankt sei. 
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Die Co-Zymaselésung 275 mit ACo = 81000 gab schon jy 
groBer Verdiinnung mit Nitroprussidnatrium und NaOH eine rot 
Farbreaktion. Bei Ubersittigen mit Kisessig und Kochen schlug 
die Farbe in schwaches Griin um. In demselben Priiparat 
(20 mg) wurde nach Schmelzen mit Soda und Salpeter keiy 
Schwefel gefunden. Weder diese Lisung noch andere daraufhiy 
untersuchten geben eine Fuchsin—Schwefligsiiurereaktion. 


SchlieBlich sei iiber einige Purinstickstoffbestimmungen iy J 


den Co-Zymasepraparaten berichtet. Wenn die Priparate zum 
groBen Teil aus Adenylsiure bestehen, ist es ja selbstverstindlich, 
dab ein groBer Teil des Stickstoffes Purinstickstoff sein muB, aber 
andererseits ist es nicht ausgeschlossen, daB ein Teil des Stick. 
stoffes in anderer Form vorhanden sein kann. In einer friiheren 
Untersuchung wurde nach der Siurehydrolyse so viel Adeninpikrat 
isoliert als ttber 70°/, des Totalstickstoffes entspricht. 

Fir die Purinstickstoffbestimmungen wurden die Priparate 
mit Schwefelsiure hydrolysiert. Die Siiurekonzentration war 0,5n, 
bis 2n. und die Hydrolysezeit im allgemeinen 4 Stunden. Die 
Proben wurden unter Riickflu! oder im Kinschmelzrohr im 
kochenden Wasserbade erhitzt. Die Freisetzung des Adenins 
geht, wie sich aus ilteren Bestimmungen der gleichzeitig frei- 
gesetzten reduzierenden Gruppe der Ribose ergibt, sehr leicht. 
Die Hydrolysezeit von 4 Stunden wurde in Ubereinstimmung mit 
den Vorschriften von G. Schmidt fir die Purinbestimmung in 
Geweben gewihlt!). Bei unseren ersten Bestimmungen war uns 
Herr Schmidt persénlich behilflich. 

Nach der Hydrolyse wurde aus dem Hydrolysat in den 
meisten Fallen etwa entstandenes Ammoniak im Vakuum unter 
Zusatz von Magnesia vertrieben (vgl. unten). Dann wurden die 
Purine entweder mit Silbersulfat in stark schwefelsaurer Lésung 
oder nach Kriiger mit Bisulfit-CuSO, ausgefallt. Die Silber- 
niederschlige standen iiber Nacht, wurden dann abzentrifugiert 
und mit Ag,SO,-Liésung gewaschen. Die Kupferverbindungen 
wurden im allgemeinen nach etwa 3 Stunden abzentrifugiert mit 
schwacher Natriumacetatlésung gewaschen. Dann wurde mit 3 ccm 
reiner konzentrierter H,SO, und Perhydrol verbrannt. Beispiel: 


1. Oben erwihntes Priiparat 249 enthielt 15,3°/, Totalstickstoff. 
3,53 mg wurden mit 4 ccm 1,3n-H,SO, 3,5 Stunden hydrolysiert. Nach 


') Diese Z. 219, 191 (1933). 
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Abkiihlen wurde mit 6 ccm gesittigter Ag,SO,-Lésung versetzt. In dem 
Niederschlage 0,450 mg Stickstoff. Purinstickstoff also 84°/, vom Total- 
stickstoff. 

2. Total-N-Bestimmung in Priparat 275 mit ACo = 81000: 2 Bestim- 
mungen tibereinstimmend 13,45. Proben von 2,23 mg wurden mit 2 ccm 
9n-H,SO, verschiedene Zeiten erhitzt. Dann wurde das Adenin wie oben 
mit Silber gefdallt: 





Purinstickstoff in °/, 





Hydrolysezeit in | ine N im Niederschlag 








Minuten vom Totalstickstotf 
25 0,248 82,9 
45 0,251 83,7 
60 0,238 79,5 
7D 0,232 17,5 


Zum Vergleich wurde hier Purinstickstoff in reinem, von Herrn 
i). Brunius aus Hefeadenylsiure gewonnenem Adenosin bestimmt. Total- 
stickstoff in 0,667 mg der wasserhaltigen Substanz 0,154 mg. Stickstoff in 
der Silberfallung nach Hydrolyse 0,157 mg. Die Purinbestimmung nach 
Kriiger gab identisch denselben Wert. 

Bei zwei weiteren Purinbestimmungen in Priiparat 275 erhielten wir 
die Werte 77,0 und 76,6°/, vom Totalstickstoff. 


3. Priparat 176 (ACo = 42000) enthielt 15,70°/, N. 7,56 mg wurden 
2 Stunden in 2n-Sdure hydrolysiert. Purinbestimmung nach Kriiger gab 
1,042 mg N = 86,7°/, des Totalstickstoffes. 


4. Das sehr reine Priiparat 278 (ACo = 172000) enthielt 15,40°/, N. 
Nach Hydrolyse wihrend 4 Stunden mit 0,5 n-Siure wurden in 2 Bestim- 
mungen nach Kriiger 77,6 bzw. 79,2°/, Purinstickstoff gefunden. In einem 
anderen Versuch wurden 6,30 mg 4 Stunden hydrolysiert. Nach Vertreiben 
des Ammoniaks wurde zu 100 ccm verdiinnt und folgende Purinbestim- 
mungen nach Kriiger vorgenommen 


in 30cem Totalstickstoff 0,290 mg; Purinstickstoff 0,237 mg = 81,8°/, 
a th. x ‘ 0,387 ,, ; i 0,322 ,, = 83,4, 
~ oe , 0,290 ,, ; . 0,232 ,, = 80,1°, 


Weiter wurden von demselben Priiparat 4,20 mg 5 Stunden in 0,6 n- 
Siiure hydrolysiert. 2 Adeninbestimmungen nach der Silbermethode gaben 
80,6 bzw. 79,6°/, Adeninstickstoff. 

Mit diesen Bestimmungen parallel wurden Purinbestimmungen in 
‘-Adenylsiure ausgefiihrt. Nach der Silbermethode wurden 98,2 und nach 
der Kriigerschen Methode 99,1°/, Purinstickstoff gefunden. MHier sei 
hervorgehoben, daB bei der Hydrolyse des Adenosins bzw. der ¢-Adenyl- 
siure keine bestimmbaren Mengen von Ammoniak entstehen, daB dagegen 
bei der Hydrolyse der Co-Zymase nicht unbetriichtliche Mengen freigesetzt 
werden. Auch dies spricht dafiir, daB in der Co-Zymase neben dem Adenin 
noch ein stickstoffhaltiger Rest vorhanden ist (vgl. unten). 
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d- In Priparat 182 waren 89,8°/, des Totalstickstoffs Purinstickstof 
(Kriger). 

6. In Priparat 283 fanden wir nach der Kriigerschen Methode 77, 
und nach der Silbermethode 81,3°/, Purinstickstoff. 

@. Priaparat 286 mit ACo = 93500 wurde mit halbnormaler Siure 
3 Stunden hydrolysiert. Bei zwei Bestimmungen von Purin nach Kriiger 
wurde einmal wenig, einmal viel CuSO, zugesetzt. Beide Bestimmungen 
gaben iibereinstimmend 82,6°/, Purinstickstoff. Nach der Silbermethode 
gaben zwei Bestimmungen 82,3 bzw. 80,8 °/,. 


Zusammentassend kann also gesagt werden, daf die Praparate 
ziemlich unabhingig vom Reinheitsgrad bei einem Gesamtstick- 
stofigehalt von rund 15°/, so viel Purinstickstofif enthalten als 
80—85°/, des Gesamtstickstoffs entspricht. Zwischen Bestimmungen 
nach der Sibermethode und der Kriigerschen Methode konnten 
wir keine Unerschiede beobachten. Es verdient vielleicht erwiihnt 
zu werden, daB der Purinstickstofi 83,4°/, des Totalstickstotis 
sein sollte, wenn man annimmt, dai neben dem Adenin in den 
Priparaten ein Rest mit einem Stickstoffatom vorhanden ist. 
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Uber die Einwirkung von Ozon auf (-Ergostenol-acetat. 


Von 


Th. Achtermann. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitéts-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1934.) 


Nachdem die Konstitution des Ergosterins erschlossen worden 
ist, bleibt noch die Aufgabe, die Struktur der isomeren Ergosterine 
einschlieBlich der Bestrahlungsprodukte sowie der Dihydro- und 
und Tetrahydro-ergosterine zu ermitteln. Ich habe hierbei die 
Untersuchung des «- und des f-Ergostenols itibernommen. 

Wegen der sehr schwierigen Hydrierbarkeit des @-Ergo- 
stenols wird angenommen, da es die Gruppe >C=C< enthilt; 
es muB dann die Formel I oder II besitzen. 


C,H, C,H, 
CH, CH, CH CH, CH, Ci 
gi ig 
OH, OH, CH, © CH, 
| | | | | 
CH, CH, ¢ CH-——CH, CH,CH,CH  C———CH. 
Fa te ae Pi aie ail 
HC ( % oder HC C 6 
| l 
HO-CH CH CH, HO-CH CH CH, 
CH, GH, CH, GH, 
I o-Ergostenol. II 


Meine Versuche, die Formel I oder II durch Ozonisierung 
des a-Ergostenol-acetats zu beweisen, sind ergebnislos verlaufen. 
Mehr Erfolg hatte ich dagegen bei der Ozonisierung des f-Ergo- 
stenol-acetats. 

8-Ergostenol entsteht bei der Behandlung des a-Ergostenols 
mit Chlorwasserstoff und ist im Gegensatz zu seinem Isomeren 
leicht katalytisch hydrierbar. 

Bei der Ozonisierung des #-Ergostenol-acetats und der reduk- 
tiven Aufspaltung des Ozonids erhilt man fast ausschlieBlich neu- 
trale Produkte, die ich nicht zur Krystallisation zu bringen ver- 
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mochte. Beim Erhitzen auf 170° unter vermindertem Druck ey. 


leiden sie aber eine tiberraschende thermische Zersetzung; hierbe; & det 
wird ein prachtvoll krystallisierender Stoff C,,H,,0, gewonnen, § ™ 
der sich als das Acetylderivat eines gesittigten Ketoalkohols = 
C,,H,,0, entpuppte und durch ein Dinitro-benzoat und eiy 
Oxim weiter charakterisiert werden konnte. Die Ausbeute an fe 2° 
diesem Spaltstiick ist nur gering, etwa 5°/,; das andere Zerfalls. — 4 
produkt, das 12 Kohlenstoffatome enthalten sollte, habe ich nicht ~ 
zu fassen vermocht. p ohtal 
CH, ges 
cu 


wae 
CH, CH, CH CH, 
CH, 13 CH, CH, 


——_ 4 @ f | | Ei 
Po ie <i C: CH CH—CH, By 
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III -Ergostenol. tel 
CH, | Wa 
| un 
CH—CHly 16 
» < | . 
CH, CH, CH CH, | he 
a | | De 
CH, C13) CH, CH—CH, ae 
a | | | | . 2 
wi CH,CH,CH CO CH CH—CH, er] 
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H.G CG we O CH, 
| | | 
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CH, CH, mn 
IV Ozonisierungsprodukt. 
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Der Ketoalkohol C,,H,,0, muB noch die Ringe A, B und © 
des Ergostenols enthalten; der Fiinfring D und die Seitenkette 
miissen abgespalten sein. Meiner Meinung nach kommt fiir den 
neuen Stoff nur die Formel V in Betracht. 

Die Bildung eines solchen Stoffes aus dem #-Ergostenol- 
acetat wird verstindlich, wenn man diesem die Formel III und 
dem mittels Ozon erhaltenen Reaktionsprodukt die Formel IV 
zuschreibt und annimmt, daB die am quartiiren Kohlenstoffatom 13 


haftende lange Seitenkette bei der thermischen Behandlung ab- 
gespalten wird. 


Ozonisierung des /-Ergostenol-acetats und Darstellung 
der Verbindung C,,H,,0.. 

In eine Suspension von 11,5 g #-Ergostenol-acetat in 560 ccm 
Kisessig wurde wihrend 17 Stunden Ozon eingeleitet; schon nach 
) Stunden war die Substanz in Lisung gegangen. Die Zersetzung 
des Ozonids erfolgte durch allmihliches Eintragen von 25 g Zink- 
staub in die Lésung und wurde durch 1 stiindiges Erhitzen auf 
dem Wasserbade beendet. Das Reaktionsgemisch wurde dann in 
der tiblichen Weise in einen neutralen und in einen sauren An- 
teil getrennt. Der saure Anteil war gering; der neutrale Anteil 
war ein hellgelb gefirbtes Ol; er wurde in Ansiitzen von je 2—3 g 
und unter einem Druck von 12 mm in Retorten 2 Stunden auf 
160—170° erhitzt und dann im Hochvakuum fraktioniert destilliert; 
hierbei wurde bei 0,0006 mm ein zwischen 120—130° iibergehendes 
Destillat erhalten, das in der Vorlage krystallisierte und sich leicht 
aus Methylalkohol umkrystallisieren lieb; aus diesem Lisungsmittel 
erhilt man es in groBen Prismen, die bei 142° schmelzen. 

4,799 mg Subst.: 12,99 mg CO,, 4,13 mg H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 73,92 H 9,66 Gef. C 73,82 H 9,63. 

Molekulargewichtsbestimmung: 0,184 mg Subst.: 2,64 mg Campher, 
10,4° Erniedrigung. — 0,226 mg Subst.: 2,84mg Campher, 11,4° Erniedrigung. 

C,.H,,0,  Mol.-Gew. Ber. 292 Gef. 268, 278. 

Durch Verseifung mit methylalkoholischer Kalilauge lietert 
das Acetylderivat den Ketoalkohol C,,H,,0,; er krystallisiert 
in Nadeln vom Schmelzp. 117—119° und ist in Methanol, Athyl- 
alkohol und Aceton leicht léslich; er hilt Krystall-Lésungsmittel 
sehr fest und gibt darum bei der Analyse etwas zu niedrige 


Kohlenstoffwerte. 
Zur sicheren Festlegung der Formel wurden darum noch 


einige Derivate bereitet. 
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Das Dinitro-benzoat wurde in der Weise dargestellt, daB 0,25, 
des Ketoalkohols mit 0,5 g m-Dinitro-benzoyl-chlorid und 20 cem trockney, 
Pyridin 40 Minuten out dem Wasserbad erhitzt wurden. Das Reaktions. 
produkt wurde in der iiblichen Weise isoliert und mehrmals aus Chloroform. 
Methanol umkrystallisiert. Es wird so in hellgelb getirbten Nadeln yon 
Schmelzp. 192—193° erhalten, die in Chloroform leicht, in Aceton, Athe; 
und besonders in Methylalkohol schwer léslich sind. 


3,696 mg Subst.: 8,445 mg CO,, 2,130 mg H,O. — 2,969 mg Subst. 
0,166 cem No, (21,5°, 751 mm). 
C,,H,,0,N, Ber. C 62,13 H 6,34 N 6,30 
Gef. ,, 62,32 ,, 645 ,, 6,40. 


Oxim: 0,05 g des Acetats C,,H,,O, wurden in alkoholischer Lisung 
mit Hydroxylamin - -hydrochlorid ond Natehnoneate 5 Stunden auf dem 
Wasserbade erwiirmt. Das gebildete Oxim wurde mit Wasser ausgefiilt 
und aus wenig Athylalkohol umkrystallisiert; es wurde so in feinen n, 2u 
Drusen vereinigten Nadeln erhalten, die zwischen 145—150° unter Gas. 
entwicklung schmolzen. 


4,965 mg Subst.: 12,815 mg CO,, 4,22 mg H,O. — 2,990 mg Subst. 
0,119 cem N, (24°, 761 mm). 


C,,H,,0,N Ber. C 70,31 H 9,51 N 4,56 
Gef. ,, 70,42 » 9,61 »» 4,09. 


Berichtigung 


zur Arbeit A. Kofler und A. Hauschild: Uber die Krystall- 
formen und Schmelzpunkte des «-Follikelhormons. 
Diese Z., Bd. 224, S. 150. 


S. 151, Zeile 8 lies 254° statt 256°. 
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Bemerkung zur Arbeit ,,Uber Flavinatmung“. 
Von 
Th. Wagner-Jauregg, H. Rauen und E. F. Moller. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juni 1934.) 


In der oben angefiihrten Arbeit!) haben wir die enzymatische 
Reduktion von Flavinen im anaeroben Versuch durch Frosch- 
muskel + Rattenleberextrakt +- Bernsteinsiure beschrieben. Nach 
den vorliegenden Angaben iiber die Redoxpotentiale der Flavine?) 
war es ungewiB, ob die Dehydrierung der Bernsteinsiiure zu 
Fumarsiure der eigentliche flavinhydrierende ProzeB ist; Be- 
trachtungen dariiber wurden unterlassen, weil man nicht mit Ge- 
wibheit sagen konnte, ob die, an rohen, unreinen Flavinlésungen 
ausgefiihrten Bestimmungen die wahren Redoxpotentiale dar- 
stellten. Inzwischen haben aber Messungen an reinem, krystalli- 
siertem Lactoflavin die friiheren Potentialwerte der Literatur be- 
stiitigt®). Demnach zeigen die Flavine (K,’ bei p,, 7 =— 0,21 Volt) 
betrichtlich negativere Redoxpotentiale als das System Succinat— 
Fumarat—Succinodehydrase (E,’ bei p,, 7=0,00 Volt‘). Kine Reduk- 
tion der Flavine durch das Bernsteinsiure-Bernsteinsiuredehydrase- 
system erscheint demnach aus thermodynamischen Griinden un- 
wahrscheinlich. Der eigentliche Wasserstoffdonator, welcher das 
Flavin reduziert, diirfte wohl erst wihrend des Versuches aus der Bern- 
steinsiiure entstehen. Dafiir spricht der Umstand, daB die Versuche 
nur mit ungewaschener Muskulatur gelingen, also nur dann, wenn 
auBer der Succinodehydrase noch die anderen Enzyme vorhanden 
sind, welche die Bildung der weiteren Stufen der Bernsteinsiiure- 
oxydation (Bernsteinsiure, Fumarsiaure, 1-Apfelsiure, Oxalessig- 


1) Diese Z. 224, 67 (1934). 

*) R. Bierich, A. Lang u. A. Rosenbohm, Naturw. 21, 496 (1933); 
K. G. Stern, Nature 133, 178 (1934). 

3) R. Kuhn u. G. Moruzzi, Ber. chem. Ges. 67, im Druck (1934); 
vgl. auch ebenda Anm. S. 895. 

4) J. Lehmann, Skand. Arch. Physiol. 58, 173 (1930). 
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siure, Brenztraubensiure, Acetaldehyd) katalysieren. Tatsiichlic) 
ist noch das letzte Glied dieser Reihe, der Acetaldehyd, ein aus. 
gezeichnetes Substrat der Flavinreduktion im anaeroben Leber. 
breiversuch 3), 

Die Entstehung des flavinreduzierenden Substrates aus Bern. 
steinsiiure erfolgt offenbar unter Beteiligung von Luftsauerstoff. 
diese Annahme erklirt die Tatsache, daB die Reaktion durch 
Blausiure und Kohlenoxyd gehemmt wird. Eine Uberschlags. 
rechnung zeigt, daB bei unseren Versuchsansatzen in den evakuiertey 
Thunbergréhrchen etwa 10 mal mehr Mole O, als Flavin sich be- 
finden, die erst verbraucht werden miissen, bevor die Reduktion 
des Farbstoffs beginnen kann’). Die Reduktion des Farbstoffs 
ist wahrscheinlich durch KCN oder CO nicht hemmbar; diese 
Stoffe schalten offenbar lediglich die Wirkung eines eisenhaltigen 
Oxydationssystems aus, welches die Bildung des eigentlichen Sub- 
strates aus Bernsteinsiure durch Sauerstoffoxydation katalysiert. 





) Die Verzégerung der Flavinentfirbung, welche im Leberbreiversuch 
nach Zusatz von rac. Apfelsiure bzw. Fumarsiure beobachtet wurde, scheint 
mit dieser Vorstellung nicht vereinbar zu sein; es kénnte sich dabei aber 
um eine Hemmung durch die systemfremde d-Apfelsiure, bzw. infolge zu 
hoch gewiihlter Substratkonzentration handeln. Diese Dinge sollen noch 
niher untersucht werden. 

) Dasselbe ist iibrigens auch der Fall bei Thunbergversuchen unter 
Anwendung der allgemein iiblichen Konzentrationen von Methylenblau. 
Beispielsweise sind in 8 ccm des Gasraumes eines Vakuumréhrchens bei 
16 mm Druck ungefihr 0,8 x 10~° Mole O, enthalten, wihrend 1 ccm einer 
Methylenblaulésung 1:25000 1,2 x 10~® Molen Farbstoff entspricht. 
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